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略語

本論文では以下の略語を使用した。

AMPPNP：　adenylylimido　5’一diphosphate

ANS：　8－anilino－1－naphthalene　sulfonic　acid

BTEE：　N－Benzoyl－L－tyrosine　ethyl　ester

CD：　cireular　dichroism

DEAE：　diethylaminoethyi

DTNB：　5，5’一dithio　bis（2－nitrobenzoate）

DTT：　dithiothreitol

EDC：　1－ethyl－3一［3一（dimethylamino）propyl］carbodiimide

　　　　　hydrochloride

EDTA：　ethylenediaminetetraacetic　acid

EGTA：　ethyleneglycol　bis（2－aminoethyl）一N，N’一tetraacetate

GEE：　glycine　ethyl　e＄ter

HC：　heavy　chain　component　of　myosin，　S－1　and　HMM

HMM：　heavy　meromyosin

kDa：　kilodalton

LC：　light　chain　component　of　myosin，　S一一1　and　HMM

LMM：　light　meromyosin

PAGE：　polyacrylamide　gel　electrophoresis

pCa：　negative　logarithm　of　free　calcium　ion　concentration

PMSF：　phenylmethylsulfonyl　fluoride

PPi：　pyropho＄phate

rod：　myosin　rod

S一一1：　myosin　subfragment－1

S－2：　myosin　subfragment－2

SDS：　sodium　dodecyl　sulfate

Tris：　Tris（hydroxymethyl）aminomethane

4一@”．一“一．．一ept．一．一一　一一
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緒言

実験材料及び実験方法

1．実験材料

2．実験方法

筋原線維の調製

ミオシンの調製
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魚轍肉ミオシンの研究は2っの視点から進められてきた・’つは水圏に生息

する擁動物として備乳動物のミオシンとの比較生化学的立場からの確であ

り、もう、っは鮫食品として利用するために漁肉の主要タンパ預であるミ

オシンの特性を解明し、購や加工技術に役立てようとする磯である・本確

もこの2面性を有しており、第・、2章では前者の立場で・第3章1ま主に後者の

立場から魚の購加工において不臓である加熱変性の面から・ミオシンの構造

と機能に関する研究を行った。

ミオシンは筋騰維タンパク質聾の約半分を占める主要なタンパク質であり・

分子量2。万の重鎖（ヘビーチェーン、以下HCと記述する）2本と分糧約2

万の軽鎖（ライトチェーン、以下LCと記述する）4本か彌成された・分糧

48万のヘキサマーである（W・・ds，1967）・ミオシンは①ATP分簾・②アク

チン縮能、③甥的イオン搬下でのフィラメント形成能という3っの主要な

生礁能鮪し注理的な塩灘下で集合体のフィラメントを形成し・アクチン

と結飢てATPを癬しそのとき生ずるエネルギーを用いて筋収縮を起こすと

考えられている。このうちATP分解能、アクチン結合能はミオシン分子のうち2

つの頭部の鰯が、またフィラメント形成能は長い棒状の尾部の綱が担ってし’

る。

　ミオシンのように巨大な多士タンパク質の雛部位の確を行う鵬は・プ

。テアーゼ消化によって小さな幽翠断片に黙し・単離た各断片を用いる方法

がとられている。ウサギミオシンではキモトリプシン感受性の高い部位が分子内

に2断擁し、それを利肌てミオシンの内編造に関する確が行われてい

一1一

撚　
鱒



圏謹．．

　　　M　　　ト
　　　1

る（Weeds＆Pope，1977）。第1の部位はミオシンの頭部と尾部の結合部分に存

在し、ここで切断されると頭部である水溶性のミオシンサブフラグメントー1（以

下S－1と記述する）と、尾部を構成する塩溶性のミオシンロッド（以下rodと

記述する）に分割される。rodは更にその中央部付近に存在する第2の部位で切

断され、頭部側すなわちアミノ末端側の約半分のミオシンサブフラグメントー2

（以下S－2と記述する）と、尾部附すなわちカルボキシル基末端側の半分のライ

トメロミオシン（以下L甜と記述する）に分ける事ができる。

　魚類ミオシンにおいても、上記のミオシン分子の断片化や各分子断片の持つ機

能は似ていると推定されている。特に魚類ミオシンS一一1部分の構造特性は集中的

に研究され、ウサギの場合と比較検討されてきた（山本ら，1989；浜井ら、1989；

Hamai＆Konno，1990）。その結果、　S－1回分の基本的構造や性質、機能はウサギ

のものと差がないが、それらの安定性は非常に劣る事がATP分解能の消失、すな

わちATPase活性の失活を指標として明らかにされている。しかし、魚類ミオシ

ンのrod部分に関しては、ミオシン分子のフィラメント形成能についての研究が

あるだけで（松浦、新井、1985）、その分子内構造について検討した例や実際に

この部分を取り出して研究した例はほとんどなく、魚類ミオシンの特徴である構

造の脆弱性におけるrod部分の関与についての研究も少ない。

　本研究ではこれまでほとんど研究されていない魚類ミオシンのrod部分の構造

特性を知るため、第1章においてまずコイ・ミオシン中のキモトリプシン切断部

位について、特にウサギ・ミオシンで知られる2箇所の部位の切断特性を個々に

検討した。その結果、　rod部分の切断部位や分子断片がウサギ・ミオシンとは異

なる事を見いだした。そこで、コイ・ミオシンからrodを単離し、そのキモトリ

プシン消化性を詳細に検討した結果、ウサギ・ミオシンでは知られていない新た

　　　　　　　　　　　　　　　　　一2一

．＿tt・ ?鑛辮騨，　　　　　k
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な切断部位が存在している事を発見した。更にこれまで報告されたうちで最も短

いLMMを得る事に成功した。第2章ではrodが担っている生理機能のフィラメ

ント形成能について知るために、第1章で得られた特殊なLMMのフィラメント形

成能を、　rodや通常のLMMと比較検討した。そして、　rod内の3つの部分がフ

ィラメント形成および、フィラメント構造の調節といった機能を担っている事、

すなわちフィラメント形成はrod内部で機能分担されている事を明らかした。第

3章においてはrod分子内構造に関する知見をもとにして、ミオシンの加熱変性

時にrod部分で起こる構造変化について検討した。加熱によりミオシンのrod

部分の2次構造であるα一ヘリク・ソス含量が低下する事が知られており

（Samejima，　et　af．，1974；Rodgers＆Harrington，1987）、魚類ミオシンにつ

いてもこの変化を追跡した例がある（丹羽ら、1985）。それによると、ヘリック

ス含量の低下はS－1の変性温度より高温で起こり、そのため魚類ミオシンの

rod部分は，安定であり、その構造変化は加熱変性後期に起こると考えられてきた・

しかし、本研究でrod部分での立体構造変化について検討したところ、加熱のご

く初期にS－1部分が変性するのと平行して、rod部分が凝集する事を見いだした。

そのためミオシンのrod部分の構造はS－1と同じくらい不安定であると考え、

更にミオシンの凝集変性の機構についても考察した。

　このように、本研究はコイミオシン分子の内部構造と機能の関係、更にこの構

造安定性に関して総合的に理解することを目的とした。また、それらの結果をウ

サギミオシンの場合と比較検討し、ミオシン分子が普遍的に持つ構造と機能の関

係や、魚類ミオシンの特殊性を明らかにしょうとした。

一3一
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実験材料及び実験方法

1．実験材料

　筋原線維、ミオシンは以下の魚類の筋肉を用いて調製した。すなわち、丁丁直

後のコイ（鎚塑⊥9）及びヒラメ（Parelichthys　abivaceus）、また氷

冷したマサバ（Scomber鑓）及びハマチ（Seriola　9．9U｝g－ggz　d　t）、

冷凍クロマグロ　（Thunnus［tL9．y．gg一！1－sh　　）　の背肉を用いた。ティラピア　（Lt⊥鎚

mossambica）の背肉は5％ソルビトールを加え一40。Cで凍結したものを使用し

た。対照として、ウサギ（Or　ctola　us　cuniculus）背筋も用いたが、これは即殺

後の背肉をミンチにし、50％グリセリン中で一20。Cに貯蔵しておいたもの、も

しくは5％ソルビトールを加え一40。Cで凍結しておいたものを使用した。

2．実験方法

（1）　筋原線維の調製

筋原線維は加藤らの方法（加藤ら、1977）に準じて調製した。

　（2）ミオシンの調製

　ミオシンは、Makie＆Connel（1964）の方法に準じて調製した。すなわち、ひ

き肉からATPを含む0．45　M　KC1（pH　6．4）溶液で、アクチンを多少含む粗ミオ

シンを抽出した後、碇谷ら（1981）の硫安分画法（40－55％飽和）を用いてアク

チンを除き精製した。

　　　　　　　　　　　　　　　　一4　一一
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　また、熱変性の実験に用いたミオシンは小関ら（1993）の方法によって筋原線

維から直接調製した。即ち、筋原線維を0．5MKCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）

溶液に溶解後、5mM　ATP－Mg存在下で硫安分画（40－50％飽和）してミオシンを

調製した。

　（3）ミオシンからのS－1及びHMMの調製法

　Weeds　and　Pope（1977）の変法に従い、　S－1調製のためにはミオシン（0．05　M

KCI，20　mM　Tris－maleate（pH　7．0），1mM　DTT）を1mM　EDTA存在下で、また

HMM調製のためにはミオシン（0．5　M　KC1，20　mM　Tris－HC1（pH　7。5），1mM　DTT）

を1mM　CaC12存在下でキモトリプシン消化した。消化反応を1mM　PMSFを添加

して停止させた後、超遠心分離し、得られた水溶性二分に含まれるS－1あるいは

HMMをSephacryl　S－300ゲル濾過により精製して使用した。

　（4）rodの調製

　コイ及びウサギrodは、ミオシン　（e．05　M　KC1，　20　mM　Tris－maleate（pH

7．0），1mM　DTT）を1mM　EDTA存在下でキモトリプシン消化後、消化物に含まれ

る塩溶性画分（粗rod）をDEAE－Toyopearlイオン交換クロマトグラフィーに供

し、混在しているミオシンや少量のLMMを除き精製した。また、大量のrodを

調製する場合、もしくは各種魚類のrodを調製する場合には、ミオシンの代わり

に筋原線維を出発材料とした簡便法を用いた。即ち、筋原線維をミオシンの消化

の場合と同じ条件でキモトリプシン消化した後、遠心分離して沈澱に回収した。

沈澱を。．5MKcl、20　mM　Tris－Hc1（pH　7．5）溶：液に溶解後、硫安分画（40－55％

飽和）によってrodを調製した。詳細は結果の項で述べる。

　　　　　　　　　　　　　　　　一5一
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　（5）　各種LMMの調製

　コイ各種LMM及びウサギLMMはrod（0．5　M　KCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5））

をキモトリプシン消化後、消化物に含まれる塩溶性画分をDEAE－TOYOPEARLイオ

ン交換クロマトグラフィーに供して、分離精製した。詳細は結果の項で述べる。

　（6）ミオシン及びrodのキモトリプシン消化生成物の分画

　ミオシンやrodを消化した際に生成される水溶性及び塩溶性階下分への分画は

以下の様に行った。すなわち、消化物を0．05MKCI（pH　7・0）、あるいは5mM

琶gC12を含む0．05　M　KCI　（pH　7．0あるいは6．5）溶液に透析あるいは希釈後、

超遠心分離（80，000xg、60分）し、上清を水溶性平分、沈澱を塩溶性等分とし

た。

　（7）ミオシン及びrodのキモトリプシン消化速度の測定

　ミオシン及びrodのキモトリプシン消化速度は、ミオシン重鎖（HC）　及び

rodのサブユニット（130　kDa）の消失速度を指標として求めた。すなわち、消化

物をSDS－PAGEで分析した後、これらの残存量をデンシトメトリー法で分析し、

その経時的減少を、一次反応式に従い解析して、その速度定数（k）を算出した。

また、ミオシンからのS－1とHMMの生成量は、ミオシン消化物あるいはその水

溶性画分をSDS－PAGEに供し、それぞれのHC（S－1　HC、　HMM　HC）量をデンシト

メトリーで定量してその指標とした。なお、異なった条件でミオシンやrodのキ

モトリプシン消化を行う場合は、予めBTEEを基質として、各条件下におけるキ

モトリプシンの活性値を求めた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　6　一一
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　（8）　Ca2＋濃度の調節

　ミオシンのキモトリプシン消化を低濃度域のCa2＋存在下で行う場合はCa－

EGTA　bufferを用いて調節した。なお、　Ca－EGTA複合体のpH　7．0での安定度定

数は2．5x106（M“1）を用いた（Harafuji＆Ogawa，1980）。

　（9）ミオシン及びミオシンのキモトリプシン消化生成物のゲル濾過分析

　S－1あるいはHMMのゲル濾過は0．1　M　KCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7・5）溶享夜で

平衡化したSephacryl　S－300カラムを用いて行った。またミオシン・rod・HMM・

およびLMM画分のゲル濾過は、0．5M　KC1、20　mM　Tris－HCI（pH　7・5）溶液で平

衡化したSepharose　CL－4Bカラムを用いて行った。

　（10）　rodの粘度測定

　rodの粘度測定は2珊1容量のオストワルド型粘度計を使用し、0・5　M　KCI・

20mM　Tris－HCI（pH　7。5）の条件で、20℃で行った。

　（11）rodの沈降速度測定

　rodの沈降速度は、0．5MKC1、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）の条件下、5。Cに

おいて、シュリーレン光学系を併置したBeckman　L2－65P型超遠心分離機を使用

して測定した。

　（12）rodのα一ヘリックス含量の測定

　rQdのα一ヘリックス含量（H）は、タンパク濃度0．3～0．8（mg／ml）、0・5　M

KCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）におけるCDスペクトルの測定によって求めた。

　　　　　　　　　　　　　　　　一　7　一一



置．
　　　『4剛脚鞠■■■■薗L．1司・一一・一

測定は日本分光社製円偏光二色性分散計J－600型を使用し・222nm及び208nmの

分子楕円率（［θ］）から次式を用いて求めた（Greenfield＆Fasman・1969）。

H＝［　e　］222nm／－40000

H＝［　e　］20snm一（一4000）／（一33000）一（一4000）

　（13）ミオシン、S－1及びrodのトリプトフアン蛍光強度の測定

　ミオシン、S－1及びrodのトリプトプアン残基由来の蛍光強度は、295nmで励

起し、340nmで測定した（Duke　et　a1，1966；Seidel，1975）。

　（14）ミオシン、S－1及びrod溶液に加えたANS蛍光強度の測定

　尿素あるいは塩酸グアニジンを添加した時の、ミオシン、S－1及びrodの構造

変化を、ANSの蛍光強度変化から測定した。タンパク質溶液に80μMANSを加

え、400nmで励起し、480nmでの蛍光強度を、島津蛍光光度計RF－500を用い、

20℃で測定した（Duke　et　al，1966；Cheung＆Morales，1969）。

　（15）　rod、各種LMMのアミノ酸分析

　アミノ酸分析は凍結乾燥したrod及び各種LMMをメタンスルホン酸水解した

後、アミノ酸自動分析機（日立835型）を用いて行った。

（16）　ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）は、0・1％SDSを含む10％

あるいは12．5％ポリアクリルアミドゲルを用いて、Laemmli＆Farve（1973）の

　　　　　　　　　　　　　　　　一8一
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方法に準じて行った。各フラグメントの定量は・それらのバンドのクーマシーブ

ルーR－250による染色蝦をデンシトメーターで齪する事により行ったO

EDC架胤たr。dのSDS－PAGE－eま0・5％アガ・一スを含む2・7％ポリアクリ

ルアミドゲルを用いて行った。

尿素ゲル敢泳動は8M縣を含む・4％ポリアクリルアミドゲルを用いてそf

つた。

等麟敢繭（IEF）は8M縣・2％Amph・lin（pH　3－10・5）を餉・3’9

％ポリアクリルアミドゲルを用い、魎液は0・02　M　Na・Hと0・01　MH・PO・を使

用した。

　（17）　電子顕微鏡観察

ミオシン、r。d及び罐LMMの形成するフィラメントの電子四鏡による観

察はHuxley（1963）の赫に従って行った・即ち・コ・ジオン支持膜1こ炭素鮨

して補強したシートメッシュ上にサンプルをのせ・1％あるいは2％酢酸ウラ

ンを用いてネガティブ染色した後、日蝿子顕微鏡H－7000を用い・加速電圧

75kVで観察した。

（18）r。d、各種Ll！IMフィラメント懸瀟の光散乱瀕の測定法

r。d及び罐“Mのフィラメント關液（タンパク質灘0・2皿9／m’）の糸且成

は図の説明文中に示した．光散乱搬1ま350nmにおける90．方向の散乱光を島

津蛍光光度計RF－5000を用いて20．Cで測定した・

一9一

畠審、．

瞬 ．灘　　　　v．．、盤



』　1　　6駒噛一■■L一

　（19）　rodのEDCによる化学修飾

　rodのEDCによる化学修飾反応はタンパク質濃度1mg／m1で・0・5　M　KC1・

20mM　imidazole－HCI（pH　7．0）溶液中で行った。カルボキシル基修飾の場合は

0．4Mグリシンエチルエステル共存下で、またアミノ基修飾の場合は0・2M

HCOONa共存下で種々濃度のEDCを添加し、コイrodの場合は20。Cで2時間・

ウサギrodの場合は25・Cで1時間反応させた後・10　mM　2一メルカプトエタノ

ールの添加により反応停止した・

　（20）　ATPase活性の測定

　ミオシン及び、S－1のATPa漉活性測定の反応組成は各図の説明文中に示した。

ミオシン及びそのキモトリプシン消化物のゲル濾過により溶出したフラクション

の各種ATPase活性は次のように測定した。即ち、　Ca－ATPase活性の反応組成は

0．5MKCI、25　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、5mM　CaC12、1mM　ATPとし、また

K－EDTA－ATPase活性の場合は0．5　M　KC1、25　mM　Tris－maleate（pH　7・0）・5mM

EDTA、1mM　ATPとした。さらに、アクチン活性化Mg－ATPase活性の場合は

O．e53　M　KCI，　25　mM　Tris－maleate　（pH　7．0），　1　mM　MgC12，　1　mb4　ATP，　O．057

mg／ml　rabbit　actinとした。これら反応混液中に一・定容量のフラクション溶液を

添加して活性を測定した。いずれの場合も、反応は終濃度5％の過塩素酸で停止

させ、生成した無機リン酸をGomori（1942）法を用いて定量した。尚・ゲル濾過

により溶1出したフラクシ’』》のATPase活性の単位はμmol　Pi／min・mlで表し

た。

一　le　一
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　（21）各種タンパク質濃度の測定

　タンパク濃度の測定はピューレ・ソト法（Gornall　et　a！．，1949）、ミクロピュ

ーレ・ソト法（Itzhaki＆Gi11，1964）及びLowry（1951）らの方法を併用し、い

ずれの場合も牛血清アルブミン画分Vを標準として比色定量した。α一キモトリ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユあ　　　　　　　　　　　　　　　　　　エあプシン及びトリプシン濃度は、それぞれEi82nmニ20．4及びE28、）nm＝15．4を用いた

紫外吸収法で決定した。

’
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第1章　コイ・ミオシン分子、特に尾部の分子内構造の解析

　本章では魚類ミオシンの分子内構造をウサギのそれと比較検討する事を目的と

し、キモトリプシン消化性を指標として研究した。

　既にウサギ・ミオシンではキモトリプシンによる切断部位が2箇所あり、それ

ぞれの部位の消化特性が明らかにされている（Weeds＆Pope，1977）。すなわち

第1の部位であるS－1とrodの接合部（S－1／rod　junctionと呼ぶ）は2価金属

イオン（特にCa2＋）存在下では切断を受けないが、　EDTAなどのキレート剤存在

下ではこの部位の近傍にあるDTNB－LCから結合Ca2＋が除かれると切断されるよ

うになる。また、　HMM／LMM　junctionと呼ばれる第2の部位はrodの中央部に存

在し、ミオシンがフィラメントを形成している状態ではこの部位は立体的に保護

されて切断され難いが、単量体の状態では切断されるようになる。

　そこでウサギ・ミオシンで知られているこのような切断部位及び消化生成物が

コイ・ミオシンにも共通して見られるのか否かを詳細に検討した。特にこれまで

ほとんど研究されていない魚類ミオシンの尾部に注目して調べ、単離したrodの

内部構造についてもウサギのそれと比較検討した。
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第1節　キモトリプシン消化法によるコイ・ミオシンの分子内構造解析
畏

1・　コイ・ミオシン分子のS－1／rod　junctionの消化性

（1）　S－1／rod　junctionの学肖化速度の検討

　まずコイミオシンのキモトリプシン消化速度をウサギミオシンのそれと比較検

討した。コイおよびウサギのミオシンを0．05MKCI、20　mM　Tris－maleate　（pH

7．0）、1mM　EDTA、0．1　mM　DTT溶液に懸濁し、キモトリプシンを用いて消化した。

消化物のSDS－PAGE図によりミオシンHC残存量を求め、その経時変化を一次反応

様式に従って解析し、ミオシンHC消失速度定数（k）を求めた。次いで、各消化

温度（10～20。C）におけるkとキモ．トリプシン量の関係をFig，1に示した。そ

の結果、同じ条件下ではコイ・ミオシンの方が2．5～3倍消化速度は大きく、S－1／

rod　junctionのキモトリプシン感受性はコイミオシンの方が大きかった。換言す

ると、コイ・ミオシンを用いてウサギ・ミオシンと同程度の消化速度を得るため

には、消化温度を5～10℃程低温にするか、もしくはキモトリプシン量を30～

40％に減少する必要があった。

　この結果を参考にして、以下の実験では、コイ及びウサギ・ミオシンでほぼ同

じ消化速度が得られるように、コイ・ミオシンの場合には1／250（w／w）のキモト

リプシンを用い20℃で、またウサギ・ミオシンの場合には1／250（w／w）あるい

は1／100（w／w）のキモトリプシンを用い25℃で消化を行うことにした。
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Chymotrypsin！Myosin　（w／w）

F．ig．　1．　Chymotryptic　digestibility　of　carp　and　rabbit
myoslns．
　　　　Myosin　isotated　from　carp　（A）　ancl　rabbit　（B）　（O，05　rvI
KCI，　20　mM　Tris－maleaしe　（pH　7．O），　l　mM　EDTA）　was　digested　by

a－chymotrypsin．　The　amount　of　ch：inotrypsin　was　varied　from
1／1000　to　1／100　by　weight　relative　to　myosin．　The　digestion
was　carried　out　at　10　OC　（A），　20　OC　（V），　25　OC　（O），　and
30eC　（O）．　The　myosin　heavy　chain　（HC）　remained　undigested
was　estimated　by　SDS－PAGE　and　densitometr：　and　the　£irst
order　disappearing　rate　（k）　of　myosin　HC　band　was
calculated．

．
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（2）　S－1／rod　junctionの消化性に及ぼすCa2＋の効果

　ウサギ・ミオシンのS－1／rod　junctionのキモトリプシン消化性には2価金属

イオンが大きく影響する事が知られている。この部分はEDTA存在下すなわち2

価金属イオン（特にCa2＋）を除いた条件でしか切断されず、2価金属イオン（特

にCa2＋）はこの部位での切断を阻害する。ここではこの性質に注目し、コイミオ

シンのS－1／rod　junctionの切断に及ぼすCa2＋の効果を検討した。なお、　rod

内部における切断が起きないように、ここではフィラメント形成している条件で

のミオシンの消化性を調べた。

　まず、1mMのCa2＋あるいはEDTA存在下でコイ及びウサギ・ミオシン（0．05

MKCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0））をキモトリプシン消化したときの、　SDS－

PAGEパターンの変化をFig．2に示した。まずEDTA存在下でコイ・ミオシンを

消化すると、ミオシンHCの減少とともに、2種のバンド（130　kDa、95　kDa）が

生成した。95　kDaのフラグメントは消化物を0．05　M　KCIの条件下で超遠心分

離して得た上澄の水溶性画分中に回収され、すでに報告されているコイS－1HC

バンドであった（碇谷ら、1981）。一方、沈殿画分に検出された130kDaのバン

ドは塩溶性のrodのサブユニットと推定された。これらEDTA存在下での消化生

成物はウサギ・ミオシンからの生成物と共通していた。

　次にCa2＋存在下で消化した場合を見ると、ウサギ・ミオシンはEDTA存在下に

比べて消化速度は1／4に低下し、非常に消化を受け難くなっていた。なお、キモ

トリプシン活性（BTEE基質）はCa2＋存在下でむしろ約1．4倍高くなるので、消

化性が低下するのはCa2＋によって酵素活性が低下したためではない。更にS－1

とrodに替わりH朋　（150　kDa付近）と塩溶性のLMM　（70～60　kDa付近のバ

　　　　　　　　　　　　　　　　一　15　一
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ンドがそれに相当する）が生成した。

一方、コイ・ミオシンのCa2＋存在下の消化パターンはウサギの場合とは多少異

なり、消化物中にrod （130kDa）とS－1（95　kDa）が検出され、　EDTA存在下の

消化生成物と共通した成分がこの条件でも生成する事が判った。事実、この消化

物の水溶性画睡中にはHMMの他にS－1も含まれていた。
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Fig．　2．　Change　in　SDS－PAGE　pattern　of　myosin　during
chymotryptic　digestion．
　　　　　Myosin　from　carp　and　rabbit　（O．05　M　KCI，　20　mM　Tris－
maleate　（pH　7．0），　O．1　mM　DTT）　was　digested　by　ehymotrypstn
in　the　presence　of　either　1　mM　EDTA　or　1　mM　CaC12．　The
digestion　was　carried　out　by　using　1／250　（w／w）　of
chymotrypsin　at　20　eC　for　carp　myosin，　and　1／100　（w／w）　of
chymotrypsin　at　25　”C　for　rabbiL　myosin．　After　termination
of　the　reaetion　with　1　mM　PMSF，　the　digest，s　were　centrifuged
at　80，000　x　g　for　60　min，　and　the　supernatant　obtained　（s）
was　shown　as　water－soluble　fraction．　SDS－PAGE　was　conducted
using　12．5％　polyacrylamide　gel．　MHC，　Al，　A2，　DTNB　are　myosin
heavy　chain，　alkali　light　chain　1，　alkali　light　ehain　2　and
DTNB－light　chain，　respectively．　HMM　HC　and　Sl　HC　are　heavy
chains　of　heavy　mevomyosin　and　subfragment－1，　respectively．
A，　carp；　B，　rabbit；　（E），　digestion　in　the　presence　of　1　mM
EDTA；　（Ca），　digestion　in　the　presence　of　1　mM　CaC12．
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Fig．　3．　Time　course　of　S－1，　rod　and　HMM　production　during
chymotryptic　digesti．on　of　myogin．
　　　　The　amou．nt　of　myosin　undigested　（e），　S－1　（O），　rod　（A）

and　HNM　（　A　）　produeecl　was　estimated　from　the　stairiitig
intensity　of　heavy　chains　of　myosin，　HFIM，　and　S－1　as　shos“n
in　Fig．　2．　A，　carp；　B，　rabbit；　（E），　digestion　in　the
presence　of　1　mF！　EDTA；　（Ca），　digestion　in　the　presence　of　1
mM　CaC12．
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　　これらのSDS『PAGE図上の各バンドの染色強度をデンシトメトリーにより定量

し・各フラグメントの生成量硝化前のミオシンHC量を1・0とした場合の相対値

で表し・Fig・3に示した・まずEDTA存在下で消化した場合にはコイ、ウサギ

両ミオシンともに・ミオシンHCの減少とともにr・dとS－1がほぼ平行して生成

していた・これに対して1mMCa2＋存在下の場合は、コイミオシンの消化初期力、

らS－1とr・dが生成しているので・コイミオシンのS一一1／r・d」uncti。n　lまこの

条件でも切断さ蜴いことが明かとなった．このときのS－1生成量はHMM生成

量とほぼ同じであったのでS－1／r・d」uncti・nはHMM／LMbd　juncti。nと同じくら

い切断されている事が示唆された・ミオシンHCの消化速度がEDTA存在下より

やや小さくなっている事や・S－1生成量がEDTA存在下の場合に比べると少なし、

事から・Ca2＋の切断抑制効果はみられるものの、その効果は弱く、切断を完全に

は抑制できない事が明かとなった。

　消化物の水溶性画分をSephacryl　S－300ゲル濾過に供するとV。1こH延Mが、

V／V・＝1・8の位置にS一一1が溶出されたので、S－1はHMMの内部開裂1こよる生成

物ではないことを確かめている（図示せず）。

次にコイ9ミオシンのCa2＋存在下での？肖化で生成したS－1（以下、　S．1（Ca）と

略す）と・通常のEDTA存在下での消化で生成したS－1（（以下S．1（E）と略す）

を比較した・Sephacry1　S　一一　300ゲル濾過での溶出位置は同一で、　SDS－PAGEにおけ

るサブユニット組成も同じで・いずれも、95　kDaのHCと2種のアルカリ軽応力、

ら成っており・DTNB軽鎖は検出されなかった。また両S－1をトリプシン消化す

ると・いずれのS－1HCも3つの内部断片（27　kDa、5・kDa、20　kDaフラグメ

ント）に切断され・生成速度に樋いは認められなかった。そのため、両S－1の

内部構造はほぼ同一であると考えた（図示せず）。
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　ト

　旨
　ト　　　　　次に両S－1の生化学的性質について比較し・Table　1にまとめて示した。それ

　1　　によると・両S”1の間にはCa－ATPaseとEDTA－ATPase比2舌性にほとんど差は認

　I　　I　　められなかった。また、両S－1に種々濃度のウサギアクチンを加えて、アクチン
　　1

　　　　　　活性化Mg－ATPase活性を測定した結果、最大活性及びS－1とアクチンの見かけ

　　　　　　の親和力ともに差は認められないと判断した。さらに、両S－1（0．1MKCI，20

　　　　　　mM　Tris－HCI（pH　7．5））の30℃での加熱変性様式についても検討したが、　Ca一

ATPase失活速度並びに、変性に伴って生じる濁度にも差はなかった。以上の結果

より、S－1（Ca）と、　S－1（E）は、その構造、酵素活性、アクチンとの相互作用、

Ca－ATPaseの熱変性様式に差は認められず、同一のものであると結論した。

　以上のことから、コイ・ミオシンのS－1／rod　junctionの切断は1mM　Ca2＋存

在下でも阻止されず、この切断によってEDTA存在下の消化で生成するS一一1と同

じS－1が生成すると結論した。

一　19　一一

．。、　羅．・、雛繋●



1ユ．＿・，一．∠』一1L

　　　t
　　　t

　　　l

r，ltv．．・：Lt

」　　印．　f　　．　　　　　　　．凸　　i

Table　1

Comparison　of　the

preparations

biochemical　properties　of　S－1（Ca）　and　S－1（E）

S－1（Ca）“i S－1（E）＊i

　　Ca－ATPase“2（urnol　Pi／min－mg）

　　K－EDTA－ATPase＊3（umo1　Pi／min－mg）

　　Actin－activated　Mg－ATPase

　　　　　　　　Ka（mg／ml　actin）“4

　　　　　　　　Vmax（”mo1　Pi／min－mg）

heat－inactivation　rate　constant“5（s－i）

O．37

2．83

　4

40

40．8x！O－5

O．35

3．58

　4

40

37．1×10－5

＊1

＊2

＊3

＊4

＊5

S－1（Ca）　and　S－1（E）　were　prepared　as　in　Fig．　2．

ATPase　activity　was　assayed　in　O．5　M　KCI，　25　niM　Tris－maleate

（pH　7．0），　5　mM　CaC　12　and　1　mM　ATP　at　25　O　C．

ATPase　aetivity．　was　assayed　in　O．5　M　KCI，　25　mM　Tris－

maleate　（pH　7．0），　5　mM　EDTA　and　1　mM　ATP　at　25　O　C．

Ka　（　apperent　dissociation　constant　for　S－1　and　actin

eomplex）　and　Vmax　（maximum　activity）　were　calculated　from

double－reciprocal　plots　of　activity　and　actin　eoncentration

（Eisenberg　＆　Moos，　1970）．

Inactivation　rates　of　Ca－ATPase　activity　of　S－1　heated　at

30　OC　were　estimated・
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　　1

　　1
　　1
　　　　　　　　ここまではCa2＋の効果を1mMに限定して検討してきたが、コイ・ミオシンの

　　　　　　場合はCa2＋濃度が不充分である可能性も考えられた。そこで、　S－1の生成量の

　　　　　　Ca2＋濃度依存性を、コイ及びウサギ・ミオシンで比較した。　Fig．2と同じ条件

　　　　　　で種々濃度のCa2＋存在下で消化を行い、　SDS－PAGE図に検出されるS－1　HC及び

　　　　　　HMM　HCのバンドの染色強度から生成量を求め、　Fig．4に示した。コイ・ミオシ

　　　　　　ンにおいては、Ca2＋濃度が1×10’s　M（pCa　5）以上になるとS－1の生成量は急

　　　　　　激に低下し、pCa　3．5（0．3mM）で最小値を示したままpCa　3（1　mM）までほとん

　　　　　　ど変わらなかった。この時のS－1の生成量はEGTA存在下の場合の約30％程度

　　　　　　であった。一方HMM生成量はS一一1の生成と対応するような、逆のCa2＋依存性を

　　1，示した・すなわち、HMMはpCa　5．・すなわち1×1・一・M以上のCa・・灘下で生

　　1　　　成するようになり・pCa　3・5（0・3　mM）で最大生成量に達した。このことから、

　　l　　　　S－1生成量を最小限に抑えるためには0．3mM以上のCa2＋があれば十分であると

　　：　　　判った。しかし、それでもS一一　1はHMMとほぼ同量生成していたので、コイ・ミ

　　1
　　　　　　オシンでは充分な濃度のCa2＋存在下でもS一一1／rod　junctionの切断が起こると結

　　’　　　　　　論した。

　　1　　　　一方、ウサギ・ミオシンの場合を見ると、S一一1生成量は　pCa　7．5すなわち3

　　　　　　×10－8M以上のCa2＋濃度で減少し始め、　pCa　5（1×10一らM）ではほとんど生成

　　　　　　しなくなった。そしてHMMの生成はS－1の生成量減少と対応するように起こつ

　　　　　　た。S－1生成量が最大値の1／2を示す時のCa2＋濃度をコイとウサギで比較する

　　　　　　と・コイではpCa＝4・3であるのに対し、ウサギ・ミオシンの場合はpCaニ6．3で

　　　　　　あった。

　　　　　　　以上の結果から、コイ・ミオシンのS－1／rod　junctionの切断を抑制するため

　　　　　　には、ウサギ・ミオシンにおける必要量の約100倍という、かなり高濃度のCa2＋

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　20　一
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を必要とすること、しかも十分なCa2＋濃度であっても、キモトリプシンによる

S－1／rod　junctionの切断を完全には抑制できないことが明らかとなった。このこ

とから、コイ・ミオシン分子のS－1／rod結合部分はウサギミオシンに比べて脆弱

な構造をしているものと結論した。
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Fig．　4　．　Effect　o£　free　Ca2“　concentration　on　the
productivity　of　S－1　and　1｛MM．

　　　　Plyosin　from　carp　（A）　and　rabbit　（B）　was　digested　in　the

same　medium　as　described　in　Ej．g．　2，　except　that　free　Ca2’
concentration　was　varied　by　using　Ca－EGTA　buffer，　and　that
digestion　period　was　30　min．　ED　and　EG　denote　the　digestion
in　the　presence　of　1　mM　EDTA’　and　1　mM　EGTA，　respectively．
The　used　stability　constant　for　Ca－EGTA　at　pH　7．0　was　2．5　x
106　（M－i）　（Harafuji　＆　Ogawa，　1980）．　The　amount　of　S－1　and

HFIM　produced　was　ealculated　from　the　staining　intensity　of
S－1　heavy　chain　（O）　and　HMM　heavy　chain　（A）．　（A），　carp；
（B），　rabbit．
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2．　コイ・ミオシンrod内のキモトリプシンによる消化特性

　次にコイ・ミオシンのrod部内のキモトリプシン切断特性を知るため、単量体

状態のコイ及びウサギ・ミオシンの消化性を比較検討した。その際、S－1／rod

junctionで切断が起こると断片の組成が複雑になるので、1mM　CaC12存在下で

両ミオシン（0．5MKCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5））を？肖化した。消化物は

0．05MKCI、20　mM　Tris¶aleate（pH　7．0）、5mM　MgC12溶液に透析したのち、

超遠心分離して上澄に回収される水溶性画分と沈澱の塩溶性画分に分画した。消

化物及び両画分のSDS－PAGE図をFig．5に示す。それによるとコイ・ミオシン

とウサギ・ミオシンでは消化パターンは異なっていた。すなわちコイ・ミオシン

消化物の水溶性画分中にはHMM　HCと思われる3本のバンドが検出されたが、

最も大きなサイズのフラグメント（170kDa）は、ウサギ・ミオシンから生成しな

いものであった。他の2本のHMM　HCのサイズはウサギ・ミオシンからのもの

と同じであった。

　一方、塩溶性画分をみると、ウサギ・ミオシンからはLMMに相当するフラグメ

ントが検出され、その生成量はHMM生成量と対応しているようであった。これに

対し、コイ・ミオシンの場合はウサギ・ミオシンのL甜と似たサイズの生成物は

認められるものの、その量はかなり少なかった。また、この他に、より低分子量

のフラグメント（40kDa）も塩溶性画分中に含まれていた。このような小さいサ

イズの生成物はウサギ・ミオシンからは認められなかった。

　以上、コイ・ミオシンからは特殊なキモトリプシン消化断片、すなわちウサギ

HMM　HCより長いHMM様フラグメントと通常のLMMより短い塩溶性フラグメント

　　　　　　　　　　　　　　　　一　22　一
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が生成した。よって、コイ・ミオシンrod内部にはこのような特殊なフラグメン

トを生成させるような、特殊な消化部位が存在する事が示唆され、そのために

rod内部のキモトシプシン消化性がウサギ・ミオシンとは異なると推測した。
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Fig．　5．　SDS－PAGE　pat’tern　of　chymotryptic　digests　of
maonollleric　myosin．

　　　　　Myosin　from　earp　（A）　and　rabblt　（B）　in　O．5　M　KCI，　20　mM

Tris－HCI　（pH　7．5）　ancl　O．1　mM　DTT　was　dj．gested　by　using　1／250

（w／w）　of　chymotrypstn　at　20　”C　in　the　presence　of　1　mM
CaC12，　After　terminati．on　of　t．he　digestlon　with　1　inM　PPISF，
the　digest　was　dialyzed　aga．i．nst　O．05　M　KCI，　20　mM　Tris－
maleate　（pH　7．0）　and　5．　mM　FlgC12，　and　centrifuged　at　80，000　x

g　for　60　inin；　（s）　and　（p）　show　the　supernatant　and　the
precj．pitate，　respectj．vely．　MHC　and　HMM　are　the　same　as　in
Fig．　2．　LMM　and　40k　are　light　meromyosin　and　40　kDa　fragment

produced，　respectively．
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第2節　コイrodの調製とその分子内構造の解析

1．　コイrodの調製法の確立

　コイ・ミオシンのキモトリプシン消化性から、ウサギと異なる切断部位がrod

部分に存在することが推測された。そこで、コイ・ミオシンのrod部分の内部

構造についてより詳細な検討が必要と考え、ミオシンからrodを調製し、それを

用いて実験を行った。

　まず、コイ・ミオシンからのrodの調製方法について検討した。第1節の結果

から、EDTAを含む低イオン強度溶液中でキモトリプシン消化をすれば、ウサギ・

ミオシンと同様にコイ・ミオシンでもS－1とrodに限定分解できることが判っ

た。この消化物中のS－1は水溶性なので低イオン強度下での遠心分離によって上

澄部に分離できるが、沈澱画分にはrodの他に未消化のミオシンや他の分子断片

（LMM）が混入することが予想された。従来のウサギ・ミオシンからのrod調製

法では、未消化ミオシンをエタノール変性によって選択的に除去する方法がとら

れている（Sent－Gyすrgyi，　et∂ノ．，1960）。すなわち、前述の沈澱画分に終濃度

が75％となるように冷エタノールを添加した後、0．5MKCI溶液に透析してエタ

ノールを除くことにより　rodだけを可溶化させ、沈澱にミオシンを除くという方

法である。しかし、この方法は過酷な手法であるので、一般に不安定である魚類

ミオシンからのrodの調製に適用できるct）かという懸念があった。実際にこの方

法を試みた結果、rodから完全にミオシンを除去する事はできず、また得られた

rodをSepharose　CL－4Bゲル濾過に供すると一部凝集していることを認めた（図

示せず）。よってエタノール変性法を用いない、他の方法を検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　一　24　一
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コイ・ミオシンからのrodの調製法

　これまで、魚類及びウサギのミオシンをピロリン酸存在下でのイオン交換クロ

マトグラフィーで精製する方法が報告されている（木村ら、1977b）。そこで、

この方法を改良して不純物のミオシンを除去し、　rodを単離精製しようとした。

　それに先立ち、DEAE一クロマトグラフィーによるrodとミオシンの分離条件に

ついて検討した。コイ・ミオシン（0．05MKC1，20　mM　Tris¶aleate（pH　7．0），

1mMEDTA）をキモトリプシン消化後、遠心分離（25，000　xg，20分）して水溶

性のS－1を除き、：沈澱画分のミオシンとrodの混合標品を用いて検討した。こ

の標品をミオシンのクロマトグラフィーと同条件　（木村ら、1977b）の40　mM

Na－PPi（pH　7．5）溶液で溶解した後、同液で平衡化したDEAE－Toyopear1に供し

たが、ほとんど吸着されなかった。そこで、Na－PPi濃度を20　mMまで低下させ

たところ、ミオシン及びrodは共に溶解したままで、しかもDEAE－Toyopearlに

吸着させることができた。次に、　rodとミオシンの分離溶出条件を検討した結果、

20mM　Na－PPi（pH　7．5）を含むNaC1溶液の直線濃度勾配にて溶出させるよりも、

Na－PPiの濃度の直線勾配により溶出させた方が分離が良かった。しかし、　rod

とミオシンのピークは非常に接近しているので、ミオシンを大量に含むrod標品

の精製は難しかった。そのため、ミオシン混入量の少ない粗rod標品を用いる事、

すなわちミオシン残存量の少ない消化物を調製する事が必要であった。

　以上の予備実験に基づいて確立した、コイ・ミオシンからのrod調製法のフロ

ーチャートをFig．7に、また各調製段階のSDS－PAGE図をFig．8に示す。ま

ず、コイ・ミオシン（0・05MKC1，20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）．、0．1　mM　DTT，

1側EDTA）を、1／250（w／w）量のキモトリプシンで20℃、30分消化する。こ

　　　　　　　　　　　　　　　　一　25　一
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　｝

　　　　　　　の条件では、ミオシンの約90％が切断されてS－1とrodが生成した。1mM

　I　　　　　　　PMSFで反応停止した後、そのまま遠心分離（25，000×9，20分）して、水溶性の

　l　　S－1を上澄画分に除いた・沈殿画分1ま・0・05MKCI・20　mM　Tris－maleate（pH

　　l　　　　7．0）、0．1mM　DTT溶液に再懸濁し遠心分離する事により、沈澱中に混入している
　　T

　　　　　　水溶性成分を除く洗浄操作を一・・…度行った。沈殿の塩溶性画分をO．5MKC1、20

　　　　　　mM　Tris－HC1（pH　7．5）、0．1　mM　DTT溶液で溶解し、次いで20　mM　Na－PPi（pH

　　　　　　7。5）溶液に透析し、同液に溶解させた。この溶液を超遠心分離して不溶化物を除

　　　　　　　いて、上澄に粗rod三品を得た。

　　　　　　　　この粗rod標品中には少量の未消化ミオシンとLMMと思われる成分が混入し

　　　　　　ていたので、　Na－PPi存在下でのDEAE－Toyopearlによって精製した。すなわち

　　　　　　粗rodを20　mM　Na－PPi（pH　7．5）に平衡化したDEAE－Toyopear1（1．2×32　cm）

　　　　　　に吸着させた後、20～50mM　Na－PPi（pH　7．5）の直線勾配により溶出させた。

　　　　　　DEAE－Toyopearl溶出図型をFig．9に示す。　rodは約37　mM　Na－PPi付近に大

　　　　　　きなピークとして溶出され、そのピークの高イオン強度側（約40mM）の肩の溶

　　　　　　出部分に混入していたミオシンが溶出されたので、この部分を除いた。なお、

　　　　　　LMMと思われる成分はrodのピークより低いNa－PPi濃度（35　mM）で溶出され、

　　　　　　rodからは完全に除くことができた。　rodの画分（図中の横線をつけた画分）を

　　　　　　集めると、ミオシンの約20％の収率でrodを得ることができた。

　　　　　　　なお、この精製rodは0．05　M　KCI（pH　7．0）溶液にフィラメント形成するま

　　　　　　で透析し、遠心分離（25，000xg，15min）で集めた後、同溶液で再懸濁して再

　　　　　　び遠心分離する事によってNa－PPiを除去する操作を行った。沈澱したrodを

　　　　　　0．5MKCI（pH　7．5）溶液で溶解透析し、超遠心分離したのちにrod標品とした。

　　　　　　　この方法によると、ミオシンを出発材料とした場合には3日目に、また魚肉か

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　26　一
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ら出発した場合には4日目にrodの実験に使用できた。

　　　　　　Carp　lnyos　．itl　（O．05　M　KC1，　pll　7．1），　1．　mM　EI）TA）　　　　　　　　　　　　　　　（Bしop　A）

　　　　　　　　　　　　一　chymoしrypしic　digestio1）　（1／250（w／w），　30　min，　20　eC）　（8しep　B）

　　　　　　　　　　　　一　cent1’ifuge　at　25，000　x　g，　20　mill

　　　　　　Precipitaしe

　　　　　　　　　　　　　　dissolve　illto　O．5　M　KCI（pH　7．5）

　　　　　　　　　　　　　　dialyze　against　20　mM　Na－PPi　（pH7．5）

　　　　　　　　　　　　　　ultracentrifuge　at　80，000　x　g，　60　111in

　　　　　　Supernatant　（crude　rod）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（step　C）

　　　　　　　　　　　　　　DEAE－ToYopearl　chromatography

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gradient　（20　－　50　mM　Na－PPi　（pH　7．5））

　　　　　　　rod　fracしion

　　　　　　　　　　　　　　dialyze　agaillst　O．05　M　KC1　（pll　7．0）

　　　　　　　　　　　　　　centrifuge　at　25，000　x　g，　15　min

　　　　　　Precipitate

　　　　　　　　　　　　　　dissolve　and　dialyze　againsし　O．5　M　KC⊥　（pH　7・5）

　　　　　　　　　　　　　　ultracentrifuge　at　80，000　x　g，　60111ill

　　　　　　Supernatant
　　　　　　　　　（　rod　）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（step　D）

　　　　　　　　　　Fig．　　7．　　　Preparative　　method　of　　myo8in　　rod　　from　　carp

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　myo8■1）・

F／i．g．　8．　SDS－PAGE　patterng　of　rod
containing　rraetion　at　each　preparative
sしep．

　　　　　（A）一（D）　indicate　the　preparation　at
each　step　as　shown　j．n　Fi－g．．　7．　0，”，）　is　the

SDS－PAGE　pat，tern　of　rabbit　myosin　rod．
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Fig．　9．　Purification　of　carp　rod　on　DEAE－Toyopearl
chrofnatography．
　　Crude　rod　fracし⊥on　obしailled　I．’　t・om　the　．tl）solub⊥e　fracしjon　or

the　chymot，ryptic　digests　was　dissolved　in　20　mM　Na－PPj．
buffer　（pH　7．5）　anci　applied　t．o　a　DEAE一一一Toyopearl　eoltuinn　（1．4

X　11　cm）　equilibrated　wlth　the　g．ame　buffer．　Proteins　were
elutecl　with　a　lri．near　gradient　of　Na－PPi　froin　20　to　50　mM
（dotted　line）．　The　inlet　figures　are　SDS－PAGE　patterns　of
the　fracLions．　Fraction　numbers　are　shown　below　the　gels　and
the　starting　inaterial　of　crude　rod　is　also　shown　as　（c）．
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（2）　筋原線維を出発材料とした簡便なrod調製法の開発

　前述のミオシンを出発材料とするクロマトグラフィー精製法は、少量のrodを

必要とする場合には問題がなかったが、大量のrod調製には不向きであった。そ

こでより短時間で大量に調製できるように、出発材料を筋原線維とした調製法に

ついても検討した。

　単離したミオシンと同様に、筋原線維中のミオシンもEDTA存在下でのキモト

リプシン消化で、S－1とrodに選択的に切断できることが報告されているので

（今野ら、1990）、次に筋原線維を直接キモトリプシン消化してrodを調製する

ことを試みた。

　コイ筋原線維を出発材料としたrodの調製法のフローチャートをFig．10に、

ならびに各ステップのSDS－PAGE図をFig．11に示す。コイ筋原線維（0．05　M

KC1，20　mM　Tris－maleate（pH　7．0），10　mg／m1）を1mM　EDTA存在下、20℃に

おいて1／500（w／w）のキモトリプシン量を用いて10分間消化した。この条件で

はミオシンHCの70～80％が切断をうけ、ほぼ選択的にrodとS－1が生成し、

Ll！｛M、　S－2と思われるフラグメントの生成もほとんど認められなかった。　PMSF

（1mM）で反応停止後、消化物を遠心分離して消化筋原線維を沈殿に集めた。次い

で0．05MKCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、1mM四SF溶液に再懸濁して遠

心分離する洗浄操作を行なった。洗浄した消化筋原線維を0．5MKCI、20　mM

Tris－HCI（pH　7．5）溶液に溶解した。このときタンパク濃度が高いと溶液の粘性

が高くなるために、次の塩析および遠心分離が困難となったので、8～10mg／m1

程度が適当だった。この溶解した筋原線維消化物に硫安を飽和度40％になるよ

うに加え、アクトミオシン、アクトーS－1を沈澱に除いた。次いで上澄の硫安濃

　　　　　　　　　　　　　　　　一　29　一
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度を飽和度55％まで上昇させて、粗rod画分を沈澱に集めた。この粗rod画分

中には不純物として少量のトロポミオシンが含まれていたので・これらを除く操

作を以下に行った。すなわち、粗rodの沈澱を0・5　M　KCI・20　mM　Tris－HC1

（pH　7．5）溶液に溶解後、0．05　M　KC1、20　mM　Tris－maleate（pH　7・0）溶液に透析

し、硫安を除去しつつKCI濃度を低下させ、　rodをブイラメント形成させた。

このrodフィラメントを遠心分離して沈殿に集め、上澄にトロポミオシンを除い

た。rodの沈殿を0．5　M　KC1、20　mM　Tris－HC1（pH　7・5）溶液に溶解・透析後・

超遠心分離した上澄をrod標品として実験に用いた。

　なお、rodを沈澱させる硫安濃度を55％から50％に下げると・rodの収量

は若干低下するものの、トロポミオシンの混入を防ぐことができた。この場合は

塩析後のrodの沈澱を直接0．5　M　KCl、20　mM　Tris－HCI（pH　7・5）溶液に透析し

て硫安を除くだけで良かった。この硫安分画法ではrodからL囲を除く事がで

きないので、筋原線維の消化はrodがLMMにまで切断されない程度に行う事が

重要であった。もしLMMが混入した場合は、　DEAE－Toyopearlを用いれば除去す

ることができた。

　この方法を用いることで、魚肉から出発しても、翌日には使用可能であった。

これは魚肉からミオシンを調製するのとほぼ同じ日数であり・ミオシンからの

rod調製法に比べ非常に速やかで簡便であった。なお、筋原線維からのrodの収

量は約5％弱、魚肉そのものからの収量としては0・5％程度となり・ミオシンを

経由して調製する方法の場合（0・3％）よりは多少収率が良かった。

一　30　一

瓢．



胃「一．▼「－囲一7一 @冒　　曽丁一．9▼、馴．　『▼’▼．：¶▼．．－．■．唱　馬．．1．二’一　 冒　一　　　　　　．　一圃呪，T一：．一”r－TTT阿．．「　　　．「「孔門■．　－－．、一一．一冒

　　　　　　　　　　　　　　　　．　・　　，lr’巳碑「　　、1．・㌧．「’ @　t　　．’．・一・哩　　’

L．、．．議＿∠｛一一L

Carp　myfibrils　（O．05　M　KCI，　pl｛　7．0，　1　mFI　EDTA）

　　　　　　　chymotryptic　digest．i．on　（1／500（w／w），　10　min，　20

　　　　　　　centr．ifuge　at　8，000　x　g，　5　min

Precipitate

　　　　　　　dissolve　into　O．5　M　KCI　（pH　7．5）

　　　　　　　add　（NH4）2SO4　to　niake　a　40　O／e　saturation

　　　　　　　centrifuge　at　14，000　x　g，　15　min

Supernatant　（crude　rod）

　　　　　　　add　（NH4）2SO4　to　mal〈e　a　55　O／e　saturation

　　　　　　　centrifuge　at　14，000　x　g，　15　inin

Preci．pitate

　　　　　　　dissolve　into　O．5　rvl　KCI　（pH　7．5）

　　　　　　　dialyze　against　O．05　M　KCI　（pH　7．0）

　　　　　　　centrifuge　at　14，000　x　g，　15　m．in

Precipitate

　　　　　　　dissolve　and　dialyze　against　O．5　M　KCI　（pH　7．5）

　　　　　　　ultracentrifuge　at　80，000　x　g，　60　min

Su　p．　ernatant
　　（　rod　）

Fig． 10． 　Preparat．tve　ntethod　of

myofibrils．

inyosin　rod　from

　　　　（step　A）

ec）　（step　B）

（step　C）

（gtep　D）

（step　E）

（gtep　F）

carp

難

　　　　ト¶　即鴨

謝C一葡卿葡　・
「帽’ 酔M・一q闘
See一　一e　4

●6面一●●●♂
了紹．一一●＿・　一噂・

F：ig．　I　l．　Preparation　of　rod　from　carp

myofibrils．
　　　　　（A）　しhrough　（F）　indicate　しhe　SDS－

PAGE　patt．evns　of　rod　fractions　at　each
Purificaしi．on　step　as　shown　in　Fi9・　1〔D・

FIHC　aiid　TFI　j．ndicate　myosin　heavy　chain
and　tropomyosin，　respectively．
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2・　コイ及びウサギrodの理化学的性質の比較

（1）　単量体コイ及びウサギrodのタンパク質化学的性質の比較

　前節で述べた方法でコイ筋肉からのみならず、ウサギ骨格筋からもrodを調製

することができた。コイrodの理化学的性質について、ウサギrodのそれと比

較検討した。まず、コイ及びウサギrodのサブユニットのサイズをSDS－PAGEに

より比較すると、両者共に130kDaと計算され、サブユニットの分子量に差は認

められなかった（Fig．8）。また、未変性条件での分子サイズを比較するため、

両rodをSepharose　CL－4B（1．6×45　cm）ゲル濾過（0，5　M　KCI、20　mM　Tris－

HCI（pH　7・5））に供した場合の溶出図をFig．12に示す。いずれのrodも、フ

ラクション番号35に単一のピークとして溶：出され、溶出位置からコイrodもウ

サギrodと同サイズである事が判り、従って130　kDaのサブユニ・ソト2本から成

ることが示された。なお、図示しないがrodより2倍ほどサイズの大きいコイ・

ミオシンは、同条件でフラクション番号32付近に溶出され、その溶出位置は余

りかわらなかった。このため、　rodはミオシンのように細長い棒状の分子形をし

ていることが推定された。

　次に、　rodの還元粘度のタンパク濃度依存性を測定したが（Fig．13）、還元

粘度のタンパク濃度依存性はもとより、算出した固有粘度もコイ及びウサギrod

で差は認められなかった。次に、両rodの超遠心沈降分析を行ったところ沈降図

形は常に1つのピークからなる均一な標品であり、算出した沈降速度も両者間に差

は認められなかった（図示せず）。さらに、両rodのCDスペクトルを測定した

ところ、両者共に、222、209nm付近に負の極小値を示し、α一ヘリックス構造を

　　　　　　　　　　　　　　　　一　32　一
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持つタンパク質の典型的なCDスペクトルが得られ（Fig．14）、楕円率（θ）か

ら計算で求めたα一ヘリ・ソクス含量（Table　2）は100％を多少越えたが、これは

タンパク濃度の誤差によると思われ、コイ　rodも100％α一ヘリックス構造から

なることが示唆された。
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Fruction　number

Fig．　12．　Gel　filtration　of　rod　on　Sepharoge　CL－4B．
　　　　　Rod　froin　carp　（O）　and　rabbit　（e）　was　applied　to
Sepharose　CL－4B　gel　column　（1．2　x　32　cin）　equilibrated　with
O．5　M　NaCl　and　20　mM　Tris－HCI　（pH　7．5）．　Vo　and　Vt　indicate

the　void　volume　and　bed　volunie，　respectively．
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Fig．．　13．　Concentration　dependence　of　the　reduced
viscosities　of　carp　and　rabbit　rods．
　　　　　All　measurements　were　performed　in　O．5　M　KCI，　20　mM
Tris－HCI　（pH　7．5）　at　10　”C．　（O），　carp；　（e），　rabbit．
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F．ig．　14．　Circular　dichroiswt　spectrum　of　rod
rabbiL
　　　　　Circular　dichroisin　spectruin　ef　rod　from
1．tne）　and　rabbit　（do’t’ted　line）　was　measured

mediuin　as　in　Fig．　13．
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　　以上の結果をTable　2に総括した。それによると、前節の方法で調製したコイ

rodは、分子内部の開裂も、また凝集もおこっていないこと、サブユニット構造

を有していること、分子の軸比が大きいこと（ゲル濾過、固有粘度、沈降速度）、

100％α一ヘリ・ソクス構造を有していること（CDスペクトル）が明らかとなり、ウ

サギrodでよく知られている物理的性質と全く同じであると結論した（Weeds＆

Pope，1977；King＆Lehrer，1989）。なお、この結果はミオシンから調製した

rodも筋原線維から調製したrodも同じであった。

…
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Table　2．　Summary　of　physicochemical．

myosin，　carp　rod　and　rabbit　rod．

propertj．es　of　carp

Carp rabbit

　　　　コmyosln rod i’od

M．W．＊i　（SI）S－PAGE）

Kav“　2　（　9，　eph　tit　vo　se　CL　一一　4B）

［n］　（g／looinl）一i＊3

S20，w“4　4．5（mg／ml）’

a－helical　content　（e／．）’5

200　，　OO　（）

　　O．13

　　1，6

　　4．40
　　　’

　　　70

130．000　　　’

　O．22

　　2．4

　2．45

　　100

130．000　　　’

　O．22

　2．4

　2．48

　　100

＊1

＊2

＊3

＊4

寧5

Molecular　weight　of　the　subunit　was　estimated　from　the　data

in　Fj．g．　8．

Elution　volume　of　myosin　rod　was　estinnated　from　the　data　in

Fig．　1．2．

Intrinsic　viscosity　was　estima’ted　from　the　data　i．n　Fig．　13．

Sedimentation　velocity　was　measured　in　the　same　medittm　as

in　Fjg．　13　at　20　OC．

a一一Heljcal　content　was　estimated　from　the　data　i．n　Fig．　14．
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（2） コイrodのアミノ酸組成

難

繋

　次に調製したコイrodのアミノ酸分析を行い、ウサギrodのそれと比較した。

結果をTable　3に示すが、それらは本質的に良く似た組成を示した。すなわち、

Glx、　Asx量が多く、またLysも多かった。ここではAsp、　Gluといった酸性アミ

ノ酸の含量は正確には判らないが、電荷を持つアミノ酸を多く含む特徴があった。

また、Leu、　Alaという疎水性アミノ酸もかなり多く含んでいた。　Trp含量は少な

く、ヘリックス構造を破壊するProは含まれていなかった。これらアミノ酸組成

はコイ及びウサギrodで差は認められなかった。

Table　3． Amino　acid　composition　of　carp　and

rabbit　rods

Amino　acid Carp Rabbit

Aspartic　acid＊i
Threonii’）e
Serine
Glutamic　aeid“i
Proline
Glycine
Alanine
Cy．　steine
Valine
Methionine
Isoleucine
I，　euc　ine

Tyrosine
Phenyla！anine
Lysine
Histidine
Try．　ptophan
Arginine
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＊i　Asparatic　and　glutamic　acids　including

　　　aspa，ragine　and　glut．amine，　respectively．
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　また、rodの吸収スペクトルを測定したところ（Fig．15）、280　nm付近に極

大を持つスペクトルを示したが、タンパク質濃度から計算した吸光係数E鐘。。m、

は2・2となり、ウサギで報告されている値と近似した（Weeds＆Pope，1977）。

この値はウサギ・ミオシン、　S－1の場合の5．6及び7．5という値（Weeds＆

Pope，1977）よりかなり小さく、このことからもrodのTrpの含量がコイでも

ウサギ同様低いことが示唆された。

　なお、このようにミオシン分子断片の種類によってタンパク質濃度あたりの

280nmでの吸光値が異なるため、クロマトグラフィーのフラクションに含まれる

タンパク質量は280nmではなく、230　nmでの吸収値を用いて測定した。230

nmでのモル吸光係数はrodもS一⊥も差はなかった。

ゐ
ω
o
o
く

。

Wave　Leng・th

Fig．　15．　Absorption　gpectrum　of　carp　rod．
　　Carp　rod　（1．67　mg／ml）　was　dissolved　in　O．5　M　KCI　and　20
mM　Tris－HCI　（pH　7．5）．

一　37　一

s　　二・．灘、T ．灘懸灘灘　野



Lkthp一一幽L

（3）変性剤存在下におけるコイ　rodの構造安定性

　次にコイrodの構造安定性についての情報を得るために、　rodに変性剤（尿素、

塩酸グアニジン）を添加したときの構造変化をミオシンやS－1の場合と比較した、

またウサギrodの安定性とも比較した。

　まず、疎水領域探査試薬ANSを用いて構造変化を検出することができないかど

うか試みた。　ANSはタンパク質の疎水領域に結合すると蛍光強度が著しく上昇す

るので、タンパク質の分子表面に露出する疎水領域の程度の指標となる。種々濃

度の尿素存在下でのミオシン、S一一1及びrod　（0．5　M　KCI，20　mM　Tris－HCI（pH

7．5）0．2mg／ml）溶液にANSを添加し、その蛍光強度を測定した（Fig．16）。

それによると、ミオシン及びS－1のANSの蛍光強度は、添加する尿素濃度が高

くなるにつれ増加していき、その後に再び減少するという二相性の変化を示した。

この蛍光強度の変化を引き起こすのに要する尿素濃度、及びその変化の大きさは

ミオシンとS－1ではほぼ同じであった。また、ミオシン及びS－1のANS蛍光強

度が最大値を示す尿素濃度は、コイの場合では1．5M、ウサギの場合では3Mで

あり、ウサギS－1の疎水領域を露出させるには、コイの場合の約2倍もの濃度を

必要とするので、コイS－1の構造安定性がウサギよりも劣るという結果と一致す

る。

　一方、rodの蛍光強度の変化は、コイ及びウサギいずれでも見られず、尿素を

添加してもANS結合可能な疎水領域が蕗出しないかあるいは存在しないことが考

えられる。そのため、ANS蛍光強度の変化はrodの構造変化を追跡するためには

利用できなかった。言い替えると尿素のような変性剤により疎水領域が露出する

のはミオシン分子中のS－1部分であり、これまでANSを用いてミオシンの構造

　　　　　　　　　　　　　　　　一　38　一
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変化について議論した研究例もあるが（Wicker＆KnopP，1988；Niwa，　etごノ∴，

1989）、その場合はS－！部分についてのみの変化を観察していたことになると考

えられる。
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Fig．　16．　Effect　of　urea　on　ANS　fluorescence　intensity　of
rnyos．in，　S－1　and　rod　gol．ut．iong，

　　ANS　fluorescence　intensities　（F．　1．　）　of　myoq．　in　（O），　S－1

（e）　and　rod　（A）　solution　（O．2　mg／ml）　in　O．5　M　KCI　and　20
mM　Tris－HCI　buffer　（pH　7．5）　were　measurecl　at　20　”C　and　20
m．in　after　addion　of　urea　and　80　LLM　ANS．　（A），　carp；　（B），

rabbit．
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　次にトリプトプアンやチロシン残基の蛍光強度の変化から構造変化を検出しよ

うとした。まずコミオシン、S－1及びrod溶液に尿素を添加したときのトリプト

プアン蛍光強度の変化を測定した（Fig．17）。変性剤未添加では、同じタンパク

濃度においてS－1及びミオシンの蛍光強度は大きく、　rodのそれは小さかった

が・これはrodのTrp含量が少ないためと思われた。なお、ミオシン1モルの

蛍光強度は・構成しているS一一12モルとrod　1モル分の蛍光強度の和と、ほぼ等

しくなることを確かめている。尿素存在下ではrod、S－1及びミオシンの蛍光強

度はいずれも低下した。蛍光強度低下の尿素濃度依存性はこれら3種の試料間に

大きな差はみられないが、変化の大きさはrodが大きく、　S－1が小さく、ミオシ

ンは丁度S－1とrodの変化の和に近似した。　ANS蛍光強度からみたS－1の尿素

耐性と考え合わせると、　rodもS－1と同じ様な尿素濃度で構造変化が起こって

いると思われた・このため変性剤存在下ではrodもS－1と同じくらい不安定で

あると推測した。

　尿素および塩酸グアニジン存在下のrodのトリプトフアン蛍光強度変化をコイ

とウサギで比べてみた（Fig・18）。その結果、蛍光強度変化の生じる変性剤濃度

はコイの場合のほうがかなり低く、もし、これをコイrod内の（Trp近傍の）水

素結合の強さを反映しているとすれば、ウサギのそれに比べかなり弱いことにな

る。このため・コイ・ミオシンにおいてS－1だけでなくrod部分もウサギより

不安定であることが推測された。

一　40　一
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rabbit　（A）　i’ods　（O．2　ing／rnl）　．tn　O．5　Fl　1〈Cl　and　20　ii｝M　Tris－HCI
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　　i　3． キモトリプシン消化性から検討したコイrodの内部構造

　コイ及びウサギrodのアミノ酸組成、分子量、2次構造、分子形などの構造に

関する情報を得てきたが、両rodとも区別できないほどよく似ていた。しかし、

構造安定性は異なっており、コイrodの方が構造変化し易いことが推測されたの

で、両rodには前述の方法では検出されないような構造上の違いがあると思われ

た。すでにFig．5で述べたように、コイrod部分のキモトリプシン消化性はウ

サギの場合とは異なることが示唆されたので、この点に注目して、コイrodのプ

ロテアーゼ感受性を検討し、その分子内構造特性を探ろうとした。

（1）　コイrodのキモトリプシン消化生成物

　コイ及びウサギrodに存在する切断部位について検討するため、0．5　M　KC1，

20mM　Tris－HCI（pH　7．5）の条件でrodをキモトリプシン消化した。消化時間経

過に伴うrod消化物のSDS－PAGE図変化をFig．19に示す。両rodの消化パタ

ーンはかなり違っていて、コイrodの消化物にはウサギからの生成物には認めら

れない数種のバンドが検出され、SDS－PAGE図はかなり複雑であった。ウサギ

rodの消化物は既に報告されている結果とよく一致し（Weeds＆Pope，1977）、

70～60kDa付近にLMMやS－2の相当するバンドが数本生成した。コイrodの

消化生成物中にも同様の60～70kDa付近のフラグメントが見られたが、ウサギ

rodからの生成物には検出されない95　kDaと40　kDaのフラグメントが消化初

期から生成していた。また消化が進むにつれて低分子量の33kDa、20　kDaフラ

グメントが生成してきた。これらもウサギrodからは見られない成分であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　一　42　一
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これらの結果はコイrod内部にキモトリプシン感受性の高い部位がウサギに比べ

多数存在することを示唆している。
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Fig．　19．　　　Changes　in　SDS－PAGE　pattern　of　carp　and　rabbiし
rods　during　chymotrypしic　dige8しion．
　　　　Carp　and　rabbit　rods　in　O．5　M　KCI　and　20　mM　Tris－HCl
（PH　7．5）　were　digested　by　usinさ；　1／250　（w／w）　of　chymotrypsin

aし　20　0C．　（A），　carp；　（B），　rabbit．
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Fig．　20．　Change　in　the　amount　of　water－soluble　and
insoluble　fractions　produced　by　chyilletryptic　digestion　of
rod．

　　　　　Rod　from　carp　（A）　and　rabbit　（B）　was　digested　as
described　in　Fig．　19．　The　digest　was　dialyzed　against　O．05　M
KCI，　20　mM　Tris－n｝aleate　（pH　6．5）　and　5　mFl　MgC12，　and
centrifuged　at　80，000　x　g　for　60　min．　The　p，t’otein
concentration　of　the　supernatant　（e）　ar｝d　of　the　precipitate
（O）　was　determined　by　the　micro－biuret　method．　The　amount
of　undigested　m：osin　rod　（一一一一）　was　estiinated　froin　the
s’taining　intensity　of　myosin　rocl　in　the　digesL．　The　amount
of　water－insoluble　fraction　generated　（A）　was　estinnated　by

gLubtracting　undigested　r6cl　from　the　water　insolubie
fraction．

一44一

k出直灘議



一制幽一∠爾■一一

i
t 　次に、消化生成物を水溶性S－2と、塩溶性のLMMに分画した。すなわちコイ

及びウサギrodのキモトリプシン消化物を0．05　M　KCI、20　mM　Tris－maleate

（pH　6．5）、5mM　MgC12溶液に透析し、その後、超遠心分離して水溶性画分を上澄

に、塩溶性画分を沈澱に回収した。両画分に含まれる総タンパク質量を定量し、

その経時変化をFig．20に示した。ウサギrodの場合（B）は、分解が進むにし

たがって消化物中の水溶性画分量は増加し、全体の35％程度に達した。塩溶性

画分量はrod量の消失と共に50％程度まで減少したが、それ以上減少しなかっ

た。この塩溶性画分から未消化rod量を差し引いた値をLMM生成量と推定する

と、その量は水溶性画分量の上昇と平行して増え、　40％付近まで上昇していた。

一方、コイrodの場合（A）では、消化時間と共に水溶性画分に回収されるタン

パク質量は著しく上昇し全体の75％にも達した。それに対応するように塩溶性

画分の減少は著しく、未消化rod量と差し引いた生成L甜量はせいぜい数％程

度にとどまった。

　次にこれらrod消化物の水溶：性、塩溶性画分に回収される成分をSDS－PAGEで

解析した（Fig．21）。ウサギrodの消化生成物は水溶性の70　kDa及び55

kDaのlong　S－2及びshort　S－2と呼ばれる成分と、塩溶性のLMM　（72　kDa、

63kDa）から成っており、これまでの報告の通りである（Weeds＆Pope，1977）。

一方、コイrod消化物に含まれている成分のうち、水溶性画分中には、ウサギ

S－2と良く似た65kDa及び55　kDaのフラグメントの他に、ウサギ水溶性（S－

2）画分には認められない95kDaフラグメントが含まれていた。以下、これら

65kDaおよび55kDaのフラグメントを65kS－2および55k　S－2フラグメント、

95kDaのフラグメントのことを95k　S－2フラグメントと呼ぶ。また、長時間消

化した場合は20kDaという小さなフラグメントも含まれていたが、これもウサ

　　　　　　　　　　　　　　　　一　45　一一
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ギrodからは生成されない水溶性成分であった。これを以下20kフラグメント

と呼ぶ。

　コイrod消化物の塩溶性画分中には、量的には非常に少ないもののウサギの

LMMのサブユニットに対応する70　kDa及び62　kDaフラグメントが検出された。

またこの画分には、40kDaという短いフラグメントが含まれていたが、この成分

は塩溶性の性質を示すことから、LMMを構成するフラグメントであると判断され

た。以下、このフラグメントを40kLMMフラグメントと呼ぶことにする。後ほど

示すように（Fig．27）、この塩溶性画分を0．5　M　KCI溶液で溶解した後、ゲル

濾過（Sepharose　CL－4B）に供したところ、　40k　LMMフラグメントは他のLMM成

分よりも遅れて溶出されたので分子内開裂断片ではない事、また溶出位置から2

量体として存在している事を確かめている。

　コイrod特有の消化生成物である塩溶性の40kLMMフラグメントと95k　S－2

フラグメントの生成過程についてSDS－PAGE上の染色強度を測定して比較した

（Fig．22）。図中に60～70　kDaのS－2及びL脳成分の総量を示したが、　95

kS－2フラグメントも40kLMMフラグメントも他のLMM及びS－2成分と同様に

消化初期から生成していた。染色強度からは95kS－2フラグメントの方が40k

LMMフラグメントよりも多少多く生成しているように見えるが、その生成量をモ

ル当たりに換算して表すと（Fig．22　B）、消化初期には両者は等モルづっ生成し

ているようだった。このため、　rodが選択的に　ある部位で切断されて、　95k

S－2と40kLMMフラグメントが生成することが推測された。これら両フラグメン

トのサイズを足し合わせるとrodのサイズ（130　kDa）となることからもこの推

測は支持される。95kS－2、40kLMMフラグメント量を足し合わせた値をFig．

22A中に示したところ、消化後期では通常のS－2、　LMM量の約50％にまで達し

　　　　　　　　　　　　　　　　一　46　一一
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　　このため、コイrod中にはHMM／L醐junctionの他に95k　S－2と・1　Ok　L剛フ

ラグメントを生成させる切断部位が存在する事、そしてその部位は脳WL醐

junctlon程ではないにしてもかなり選択的に切断を受ける．事が示唆された。
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　　　　　Rocl　（Rod）　from　catsp　（A）　a．ncl　r，xbbit　（B）　wa．．q　d．i　gested　b．v

chymoしrypsin　for　60　mill　a，s　described　in　Fig．　19．　The　digesし
（di），　the　supernatant　（S）　and　the　prec．i．pitate　（P）　we．re
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Fig．　22．　Pr．oduction　of　the　95　kDa　and　40　kDa　fraginents　by
chy皿oしryptic　digestion　of　carp　rod．

　　　　Decrease　in　’the　undigested　rod　（dotted　line），
production　of　95k　S－2　（O），　40k　LMM　（A）　and　the　suin　of　60－
70　kDa　LMM　an　cl　S－2　（　A　）　were　dens　一i　ton｝e’t　rical　ly　eg．　tima　t．　ed

from　the　same　data　as　．in　Fig．　19．　The　sum　of　95k　S－2　and　40k
LPIM　（e）　were　also　estimated．
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（2）　コイミオシンrod内の切断部位の同定と、生成物のrod内配列

　コイrodから生成する95k　S－2フラグメントと40k　LMMフラグメントがrod

のどこに位置した部分なのかを明らかにし、コイrod特有の切断部位の同定を試

みた。

　まず95kS－2について調べた。rodを短時間消化し、95kS－2と65kS－2の

フラグメントから成る水溶性画分を得た。これを更にキモトリプシン消化し、消

化生成物をsDs－PAGEで調べた（Fig．23　A）。それによると、消化の進行に伴い

95kS－2フラグメントは消失し、次第に65kS一一2フラグメントが増加していった。

この65kS－2フラグメントは55kS－2フラグメントへと移行しているようであ

った。このとき、消化に伴って新たに20kフラグメントの生成が認められた。こ

のため95kS－2フラグメントは、65kS－2フラグメントと20kフラグメントが

結合したもので、HMM／LMM　junctionを含んでいることが判った。従って、95k

S－2フラグメントはHMMILMM　junctionよりカルボキシル基末端（C末端）側に

20kDaだけ長いこと、言い換えると65k　S－2フラグメントのC末端側に20k

フラグメントが結合しているものであることが推測された。

　次に塩溶性の40k　LMMフラグメントはLMMの一部であることが推測されるが

その点について検討した。まずrod消化物中の塩溶性画分から、　DEAE－To　yopearl

クロマトグラフィーによりrodと40kLMMを除き、70kL朋と62kLMMの混合

画分を得た（分離条件及び溶出パターンはFig．28に示す）。そしてこのLMM

を更にキモトリプシン消化した。この70k　LMMと62k　LMMはrodの消化時と同

じ条件ではあまり消化を受けなかったので、キモトリプシン量を増加して消化を

行った（Fig．23　B）。消化の程度は小さいが、70k　LMMフラグメントが減少し、
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62kLMMが増加した。また、新たに40kLMMフラグメントと20kフラグメント

が生成することが示された。また消化が進むと33kフラグメントの生成も認めら

れた。このことから、70k　LMMフラグメントは40kLMMフラグメントと20kフ

ラグメントから成ることが判明した。この時生成した20kフラグメントは95k

S－2フラグメントのキモトリプシン消化で生成した20kフラグメントと分子サイ

ズが一致したので、95kS－2フラグメントのC末端側と70kLMMフラグメント

のアミノ末端（N末端）側に共通して含まれているものと判断した。これらの結

果より70k　LMM内にはそのN末端から約20　kDaの位置に切断部位が含まれて

おり、　40k　LMMは70k　LMMのC末端（rodのC末端）に位置している事が判

った。

　以上、同定した各S－2、LMMフラグメントの配置及びコイrod上のキモトリプ

シン切断部位を模式的にFig，24に示す。コイrod上にはキモトリプシンによ

る切断部位が主に2箇所存在している。このうち、Site　1はウサギrodでよく

知られている切断部位、すなわちHMM／LMM　junctionに相当し、　Site　1のみで切

断が起こると65kS－2フラグメントと70kL囲フラグメントが生成する。また、

このSite　1にはいくつか（少なくとも3箇所）の切断部位が含まれているので、

それ以外の60～70kDa付近のフラグメントも生成する。一方、　Site　2は本研究

で新たに見いだした切断部位であり、ここでの切断によってrodは95kS－2フ

ラグメントと40kLMMフラグメントに切断される。以下このSite　2を95kS－

2／40k　LMM　junctionと呼ぶこととする。この95k　S－2／40k　LMM　junctionはウサ

ギの場合には検出されず、コイrodに特有の切断部位であった。なお、　Sites　1、

2の両方で切断が起こると、6sks－2フラグメントと、　20kフラグメント、40k

LMMフラグメントが生成する。　rod上でのSites　1、2での切断速度を比較する
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ため、コイrod消化初期における95k　S－2フラグメント及び40kLMMフラグメ

ントの生成速度を、65kS－2フラグメント及び70kLMMフラグメントのそれらと

比較したところ（Fig．22　B）、95k　S－2／40k　LMM　junctionの切断速度は、　HMM／

LMM　junctionの切断速度の約2／5程度であり、かなり速く切断されていること

が示された。

　なお、コイミオシン（0．5MKCI，20　mM　Tris－HCI（pH　7．5），1mM　DTT，1mM

CaC12）をキモトリプシン消化した時も（Figs．5、25）、前述と同様に40k　LMM

フラグメントが生成しており、95k　S－2／40k　LMM　junctionでの切断はミオシン単

量体においてもrodと同様に起こることを確認した。このとき95kS－2の生成

はみられないが、その代わりに170kDa程度のサイズを持つ長いHMM　HCフラグ

メントが生成しており、S－1と95k　S－2が結合しているHMMであると考えられ

た。

　95k　S－2／40k　LMM　junctionは通常のLMM内に存在しているので、コイrodは

LMM　（70k　LMM）内でも分解されている事になる。そして、そのN末端側の20

kDaやその部分を含む95kS－2は水溶性となり、低イオン強度下で沈澱するとい

うLMM本来の性質は失われる。そのために塩溶性画分中には残存した70k　LMM

と40k　L剛だけが残ることとなり、コイrodからのLMM収量が少ないのはその

ためではないかと思われた（Fig．20）。
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Fig．　23．　Chyrnotryptic　digestion　of　S－2　and　LMM　fractions．
　　　A，　Water－soluble　fraction　was　obtained　by　chymotry．　ptic
d．igef　tion　of　carp　rod　fov　5　miR　as　described　in　Fig．　i9．　The

S－2　fraction　was　further　digest，ed　by　using　1／250　（w／w）　of
chyinot，rypsi．n　at　20　”C．　B，　Ca，rp　LMFI　fraction　containing　the

70　kDa　and　62　kDa　fra，g．nients　was　separated　from　water一
．insol．ub．le　fract，ion　of　rod　di，．geg．　t　on　DEAE－TOYOPEARL　as　in

Fi9・　28，　a．hd　was　rurしher　　djgosしed　aし　20　0C　for　2【，　min　by
u　s　i　ri　g　1　／　2　5　0　（　w　／　w　）　o　r　1　／　i　O　O　（　w　／　w　）　o　f　c　h　y．　m　o　t　r　y　p　s　i　n　．　T　li　e

numbers　on　the　side　of　the　gels　are　inoleeular　mass　of　t，he
f．raginents　in　kDa．　40k　is　the　isolatecl　40kDa　LMM　on　DEAE－
TOYOPEARL．

rod

site　1

　，

site　2
　　，

（A）

NH2

65kS鱒2 70k　LMM
［＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ＝二＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝三＝＝＝＝＝＝＝＝＝1

COOH

（B） 95k　S－2 40k　LMM

（c）

⊂＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝1⊂＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ

65k　S’2 20k
［＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝1”［＝＝＝＝＝＝コ 40k　LMM

．

Figb　24．　ChyRiotryptic　cleavage　sites　and　fragments
produced．
　　　　　Site　1　a．　nd　s－i　te　2　i一　ndica　t，e　the　s．i　tes　susceptible　to

chyniot，ryptic　d．i．gestion．　（A）　and　（B）　represent　the　S－2　and

LMM　procluced　by　cleavage　at　each　site，　and　（C）　represents
the　　productS　for闘1ed　　by　cleavage　at　　both　　sites・　に＝＝＝＝＝コand

團indicaしe　the　water－soluble　alld　filament－formillg
fragmel’lts，　respectj．ve！y．
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Fig．　25．　SDS－PAGE　patterns　oir　wat；er－soluble　and　water－
insol．uble　fractions　of　carp　myosin　digest．
　　　　Carp　myosin　was　dj．gested　by　usjng　1／250　（w／w）　gf
chymotrybsin　at，　20　”C　for　10　niin　in　a　med．iu｝n　of　O．5　M　KC］，

20　mM　Tris－HCI　（pH　7．5）　and　1　mM　EDTA．　The　dj．gest　was
dialyzed　against　O．05　M　KCI，　20　mM　Tri．s－maleate　（pH　6・5）．．ei．）d
s　mFIT@MgC12rC　and　centrifuged　at　80，000　x　g　for　60　min・　（M．），
（di），　（M刀j　and　（p）　show　intact　myosi．n，　t．he　myosin　digest，　the

gupernatant　and　the　pvecipttate　after　centrifugatj．on，
respectively．

　　　ク
ー52一

隔

．



・…．
D，．．／tllll一■L

　i

（3）　各種魚類rodのキモトリプシン消化性

　コイrodで見いだされた95k　S－2／40k　LMM　junctionは魚類ミオシンrodに

共通して存在しているのかを調べた。

　筋原線維からの直接調製法によって、数種の魚種　（ハマチ、マサバ、ヒラメ、

クロマグロ、ティラピア）からrodを調製した。調製したrod標品中には少量

のLMMと思われる成分が混入しているものもあったが、本研究の主目的であるキ

モトリプシン消化性の検討には使用可能と判断できるものであった。これらの

rod　（o．5　M　Kcl，20　mM　Tris－Hcl（pH　7．5））をキモトリプシンで消化し、消化

生成物を水溶性、及び塩溶性画分に分画した。両画分のsDs－PAGE図をFig．26

に示す。

　これによると魚類rod消化物の水溶性画分中には共通して65kS－2フラグメ

ントに相当するフラグメントが検出された。また、サバ及びヒラメrodの消化物

中に95kS－2フラグメントに相当するフラグメントが見られた。　Fig．26ではハ

マチ及びティラピアrodからの95kS－2フラグメント生成量は少ないが、より

消化条件をきつくすると生成量が増加する事を確認している。また、マグロrod

からの95kS－2フラグメント生成量は少なかったが、20kフラグメントに相当す

るバンドがかなり生成していた。これら、S－2フラグメントの分子量は魚種間で

ほとんど差はなかった。

　一方、塩溶性画分中の成分に関しては魚種により多少異なり、まずコイ以外の

魚類rodは一律に10　kDa程大きかった。中にはヒラメのようにコイと同じサイ

ズとそれより大きい2種のrodが検出されるものもあった。また塩溶性の生成物

（L醐に相当する）の分子サイズも、コイからのものよりも一律に大きかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　一　53　一

曲 翻鑛懸難懸灘羅雛・ 一羅L ?１’



・・L一

黶j．．．．，，，，’，・一幽L

t

すなわち、コイでは70k、62k、及び40kの3成分が検出されるのに、他の魚種に

おいては生成される3成分がすべてコイのそれらよりそれぞれ約8～10kDa程

大きいサイズであった。そこでこれら各種魚類のrod、及びキモトリプシン消化

で生成したLMMフラグメントの分子量をTable　4にまとめた。　rodから生成した

S－2成分の生成物のサイズが互いによく似ていることを考え合わせると、コイ以

外の魚類のrodはC末端側が長く、そのためrodやLMMが一律に長いと推測

した。

　検討した全ての魚類rodから40k　LMMとよく似た短いLMMが生成したので、

これらrod内にはHMMILMM　junctionの他に、コイrodで見いだされた95k

S－2／40k　LMM　junctionが存在していると考えた。この部位での切断速度あるいは

感受性は魚種で異なり、ハマチ、サバはコイと非常によく似ており、かなりの

95kS－2フラグメント、40kLMMフラグメントが生成し、この部位での切断が起

こりやすいと推定された。また、マグロでは95kS－2フラグメントは少ないもの

の、40kLMMフラグメント及び20kフラグメントはかなり生成しているので、

95kS－2／40kLMMjunctionで切断された後、95k　S－2フラグメントはただちに

H醐／LMM　junctionで消化をうけて通常のS－2フラグメントに変化しやすいと推

定した。一方、ティラピアrodからは47k　LMM生成量はさはど多くなく、95k

S－2／40k　LMM　junctionでの切断は起こりにくいようであった。

　以上の結果より、それぞれの部位での切断速度に魚種差があることが示唆され

たものの、95k　S－2／40k　LMM　junctionは魚類rodに共通して存在していること

が示唆された。
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Fig．　26．　SDS－PAGE　patterns　of　water－solub．le　and　water－
illsolub」．e　chynloしrypしic　fragme11しs　of　var．1、ous　fish　rods・
　　　　　Fish　rods　in　O．5　tvl　KCI　ai｝cl　20　mM　Ti’i．s－HCI　（pH　7．5）　were

d．i．gested　b：　uf　j．ng　1／250　（w／w）　of　chymotrypsj．n　a，t　20　”C　and

dialyzed　against　O．05　PI　1〈Cl　pl｛　7．0．　The　diai：za’teE　were
centr．ifuged　at　80，000　x　g　fov　60　min．　（A）　and　（B）　indicate
しhe　sllperrlatant，　and　PreciPj．しaしe，　respectively・　（a），　carP；
（b），　yel．lowtail；　（c），　mackerel；　（d），　bastard　halibut；　（e），

tuna；　（f），tilapia；　（g），　rabbit．

Table 4．　Apparent．　niolecular　masg　of　various　fish
　　　rods　and　1，MMs．

rod L卜1卜1 （kDa）’1

Carp

Yellowtail

Fiackere1

Bastard　hallbut

Tuna

Tilapia

Rabbit

130

1tlO

140

140，130

140

140

130

70

80

80

80

81

80

72

62

70

70

70

63

，t　o

47

47

47

48

47

’i　Molecular　inass　of　the　subunitg　of　rod　and　LMM　was

measured　b：　SDS－PAGE．
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I　　　第3節　コイ 40kLMMの単離とその構造特性

　コイrod内部にはキモトリプシン感受性の高い部位が2箇所存在するため、ウ

サギrodからは得られないような小さな分子断片が生成した。これらの分子断片

を用いて、rodの構造や機能（フィラメント形成能）に関わるrod分子内の各部

分の役割を研究できると考えた。特に40kLMMは最も短い塩溶性分子断片であり、

この分子断片のフィラメント形成能について興味がもたれる。そこで、まず本節

では、各LMM特に40k　LMMの分離精製について検討した。

1．　DEAE－Toyopearlによる40k　LMMの単離精製

N
　コイrodのキモトリプシン消化物の塩溶性画分に含まれる未消化rod、　70k

LMM、　40k　LMMといったLMM成分をそれぞれ分離するための条件について検討し

た。まず、　rod消化物の塩溶性画分を0．5　M　KCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）で

溶：解した後、ゲル濾過（Sepharose　CL－4B）に供したが、大きな2つのピークとし

て溶出された。　Fig．27にその溶出図形、及び各フラクションのSDS－PAGEから

定量した各成分量を示す。フラクションNo　20、25、29にピークを持つように、

それぞれrod、70k　LMM、40k　LMMが溶出されていた。　rodはLMMと分離可能で

あったが、目的の40kL剛は70kLMMの溶出位置と重なっていたため、それぞ

れを分離することはできなかった。
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Fig・　27．　　Sepharose　　CL－4B　　chromaLography　　of　　the　　waしer－

insolubule　fraction　of　the　carp　rod　digest．
　　　　　The　sal　t一一　so　luble　frac　t，　．i　on　o．f．　the　carp　ro　cl　digef　t　was

disso］．ved　i．n　O．5　IVi　KCI　and　20　mFl　’1’r．if－1｛Cl　（p｝1　7，5），　and　the

solut，ion　wAs　applied　to　a　Sepharose　CL一一4B　colusnn　（1．6　×　46

cin）　equiiibrated　with　the　same　buffer．　’1’he　elu’tion　profiles

of　rod，　70k　LMF！　ancl　40k　LMM　（dotted　1．i．ne）　were
densitoinetrieall：　estimated　from　the　SDS－PAGE　of　the
fractions．　Fract，ion　numbers　are　shown　below　the　gels．
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　次に、コイrodを精製するために用いたDEAE－Toyopearlクロマトグラフィー

による分離を試みた。　rod消化物を0．05　M　KC1、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、

5mM　MgC12の条件で遠心分離（25，000×9，20分）して、水溶性のS－2画分を除

いた。その後、沈澱を0。5MKC1、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）溶：液で溶解し、続

いて20mM　Na－PPi（pH　7．5）溶液に透析して溶媒を交換した。そして、同溶液に

て平衡化したDEAE－Toyopearlに供し、20　mMから50　mMまでのNa－PPi（pH

7．5）の直線濃度勾配により溶出した。代表的な溶出図型をFig．28に示す。こ

の条件では試料のほとんどが吸着され、Na－ppiの勾配により3つのピークとして

分離された。それぞれのピークの構成成分をSDS－PAGE図で調べたところ、23　mM

Na－PPi付近で溶出される第一のピークは40k　LMMのみから成っていた。次に

Na－PPi濃度35　mM付近に62k　LMM及び70k　LMMの混合したピークが溶出され

たが、ピー・…Lクの前半には62k　LMMが、それに遅れて70k　LMMが溶出するようで

あり、ピークの後半部分をとると70k　LMMしか検出されなかった。そして38

mM　Na－PPiで溶出される大きなピークは、未消化rodのものであった。このよう

に40kLMM、70kLMMをそれぞれ分離生成する事ができた。

　ここで用いたDEAE－Toyopearlは陰イオン交換樹脂であるので、吸着し易さか

らタンパク分子表面の総電荷を推測すると、40k　LMM、70k　LMM、　rodの順に負の

電荷が大きいことが示され、特た40kLMMは負電荷が少ないと推測できた。
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Fig．　28．　DEAE－Toyopearl　chromatography　Separation　of　carp
LMM　fracしion．

　　　　　Carp　myosin　rod　was　digested　b：　chymotrypsin　in　O．5　M
KCI　and　20　mM　Tris－HCI　（pH　7，5），　and　the　water一一insoluble
fraet，ion　obtained　was　disgolved　in　20　；uM　Na－PP．i　（pH　7．5）
and　then　subjected　t，o　DEAE－TOYOPEARL　column　chroHiatog．　raphy．

Prot，eins　were　eluted　by　a　linear　gradient　of　Na一一P．P．t
concen　｛，　rtt　（，　ioi）　（dot　t’，　ed　Lit）e）　．　The　inse　t’t　i．　ndica　（一，　es　the　E　DS－

PAGE　patterns　of　the　t’ractions．　Numbers　at　the　bottoin　of　t，he
gel．　are　fract．ion　numbers，　and　ntnnbers　on　’the　side　of　the　gel

are　inolecular　mass　of　the　fragnients　in　kDa．
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2．　40k　LMM． 70k　LMM及びrodの理化学的特性の比較

　40kLMMの分離に成功したので、この構造特性を調べようとした。まず40k

LMMのアミノ酸分析を行い、　rod及び70k　LMMと比較した。その結果をFig・

29、　Table　5に示す。アミノ酸組成のスターダイヤグラムは三者ともによく似た

形を示し、全体的な組成にはあまり差はないようであった6，rodのα一ヘリック
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

ス含量が100％であることを前に述べたが、この構造を保持するための基本的な

アミノ酸組成は共通しているように思われた。なお、40k　LMMはTrpとPheを

含んでいなかった。

　　　　　Table　5．　ANiino　ac－td　coitiposit．ions　ol’　rod，　70k　LMM　and

　　　　　　　　　　　　　40k　LMM　rrom　carp．

Amino　acid rod 70k　LMM 40k　LMM

Aspartic　acid＊1
Tllreonine
Serine
Glutalnic　acid＊1
Proline
Glycille
Alanil’）e

Cysteine
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Me．しhiOlline
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Leucine
Tyrosine
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Fi．g．　29．　Star　diagrams　of　the　amino　acid　coinpositions　of
carp　rod，　70k　1，MM　and　40k　LMM．

　　　　The　cliagrams　were　made
coiiipositions　in　’1’able　5．

by　using　the　amino　acid

sDs－mGE

－
」
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－
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Urea－PAGE

剛
』
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一eD

一7・O

一e．O
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響●6穐馳軌 殉670融40膨 網鴎7◎禽40●

Fig．　30．　　S1）S－PAGE，　11rea－PAGE　and　　isoelecしric　　focusing　　of

carp　rod，　70k　LMM　and　40k　LMM．
　　　　　SDS－PAGE　and　urea－PAGE　weve　carried　out　b：　using　10　O／o　，

pol．ya．crylaini．de　gel　co！｝taining．　O．1　elo　SDS　and　4　O／e
po　ly　ac　r：　lainide　gel　containing　8　Fl　ure　a，　respect　j．　ve　1：　．

Isoe，lectvic　focusing　（IEF）　was　conducted　by．　using　3．9　e／e
pol：aerylamid　gel　containing　8　M　urea　a．nd　2　e／Q　ampholine　（pH
3－10．5）．
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　Fig．28で示したDEAE－Toyopear1溶出位置から、　LMM、　rodの総電荷が異なる

事が示された。そこで、各種電気泳動法を用いてこれらの総電荷の違いについて

検討した（Fig．30）。

　先ず8M尿素存在下での尿素ゲル電気泳動（urea－PAGE）を行った。この電気

泳動では、タンパク質の移動距離は分子サイズ及び総電荷で決まる事になる。

40k　LMMの移動度は70k　LMMより小さくrodとさほど変わらなかった。　SDS－

PAGE上の泳動距離（通常のタンパク質では分子サイズだけで移動距離が決まる）

と比較すると、　40kLMMはそのサイズの割に泳動され難いことが判る。よってこ

の方法でも40kLMM分子は負電荷量が少ないと推測された。

　更に、等電点電気泳動（IEF）を行ったところ、パターンは少し乱れているもの

の、三者の等電点は明らかに異なっていた。40kLMMのそれは5．5であり、70k

LMMの5．2、　rodの5．1より高い等電点を示した。　Urea－PAGE及びIEFは8　M

尿素存在下で行っているので、蛋白の立体構造が破壊されている状態での電荷を

見ていることとなり、立体構造を保った分子の表面電荷を示してはいない。しか

し、この結果はDEAE－Toyopearlへの吸着しにくい性質一致しており、40k　LMM分

子表面の負電荷が少ないという推測を裏づけた。
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　　　　　　第4節　小考察

　この章では、プロテアーゼ消化法を用いて、すなわち消化様式が基質タンパク

質の立体構造を敏感に反映する事実に基づいて、魚類ミオシンの分子内構造を哺

乳動物（ウサギ）ミオシンのそれと比較する事を試みた。そのために、コイ・ミ

オシン分子におけるキモトリプシン切断部位及び消化生成物をウサギ・ミオシン

の場合と比較しながら検討した。

　まず第1節では、コイ・ミオシンのS－1／rod　junctionでの消化特性について

検討したところ、ウサギ・ミオシンでは，　、この部位での切断はCa2＋で完全

に阻止されるが、コイ・ミオシンでは高濃度のCa2＋存在下でも切断は完全に阻止

されず、更に広範な消化条件（pH　6．3～8．3、0．05～0．3　M　KCI、10～25．C）下

でも起こった（図示せず）。．またキモトリプシンの代わりにトリプシンを用いて

Ca2＋存在下で消化を行ってもS－1　（S－1（Ca））が生成されることを消化物のゲル

濾過分析により確認した。よって、コイ・ミオシンのS－1／rod　junctionの切断

がCa2＋で阻止できないのは、消化条件やプロテアーゼの種類に起因しているので

はなく、基質であるコイ・ミオシンの構造に起因していると結論した。

　Ca2＋存在下もS－1／rod　junctionで切断される原因として、コイのミオシンに

はアイソザイムがあるという可能性も考えられた。すなわち、ウサギ・ミオシン

と同様にCa2＋によってS－1／rod　junctionの切断が阻止されるコイ・ミオシンと

Ca2＋存在下でも切断されるコイ・ミオシンが混合していて、前者のミオシンから

S－1、後者のミオシンからHMMがそれぞれ生成することも考えられた。ところが、

Ca2＋中での消化物からSepharose　CL－4Bゲル濾過で分離したHMMを1mM　Ca2＋

存在下で更にキモトリプシン消化しても、S一一1が生成したので、アイソザイムの

　　　　　　　　　　　　　　　　一一　63　一
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存在に否定的な結果が得られた。よって、　コイ・ミオシンの　S－1／rod　junc－

tionはCa2＋存在下でも切断がおこりやすいような、脆弱な構造をしていると考

えられる。

　イカやホタテのミオシンの場合はCa2＋存在下でキモトリプシン消化する事によ

り、制御軽鎖（骨格筋のDTNB－LCに相当する）をもったCa－S－1が生成するこ

とが知られている（Kamiya，　et　af，1985）。コイS－1（Ca）の軽鎖組成について

も尿素ゲル電気泳動と組み合わせた二次元電気泳動により検討を行ったが（図示

せず）、DTNB－LCやその断片は含まれていなかった。コイHMM画分中には、部分

分解をうけたDTNB－LCが含まれていたので、　S－1が生成されるためには　DTNB－

LCが消失することが必須であり、コイ・ミオシンのS－1／rod　junctionもウサギ

同様DTNB－LCによって保護されていると結論した。

　コイ・ミオシンのDTNB－LCのCa2＋結合能は測定していないが、　S－1の生成の

Ca2＋濃度依存性から判断すると、　DTNB－LCとCa2＋の見かけの親和性はウサギのそ

れにくらべ1／100程度であると推定される。ただし、Ca2＋濃度が充分高い条件で

も切断が起こる事から、　Ca2＋を結合したDTNB－LCそのもののキモトリプシン感

受性が高く小断片化して消失するために、このjunctionを保護できないのか、

あるいはDTNB－LC　とミオシンHCとの相互作用が弱い為にこのjunctionが保

護されないことが推定される。すでに、魚類S－1はウサギS－1とは異なり、加

熱変性させるとアルカリ軽鎖がHCから容易に遊離することが見いだされている

ので（山本ら、1989；浜井ら、1989；Hamai＆Konno，1990）、アルカリ軽鎖のみ

ならずDTNB－LCの結合能も劣っていると推測できる。

　さらに、コイ・ミオシン単量体のキモトリプシン消化実験から、コイ・ミオシ

ンのrod部分にはウサギ・ミオシンと同様のHMMILMM　junctionの他に、特殊

　　　　　　　　　　　　　　　　一　64　一
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な切断部位が存在することが示唆されたので、第2節では単離したrodを用いて

比較検討し、その内部構造上の特徴を明らかにしょうとした。

　まずミオシンからrodを精製する事を試みた。魚類ミオシンが一般的に不安定

なことを考慮して、ウサギrod調製で用いられているエタノール変性法を使わず、

DEAE一交換体を用いたクロマトグラフィーによって精製した。このクロマトグラフ

ィーによるミオシンとrodの分離はあまりよくなかったが、粗rod中の残存ミ

オシン量を少なくすると純度の高いrodを比較的高い収量で得る事ができ、また

LMMを除く事もできた。

　ただ、この方法の短所は調製に若干時間がかかる点と、大量調製が困難な点で

あった。ミオシンを調製すること自体が難しい様な不安定な魚種からもrodを調

製する必要がある場合のことを考えると、より迅速な調製方法の開発が必要であ

る。更に、ミオシンの形成するフィラメントの構造が弱いとrod内部でも消化を

受けるので（加藤、今野、1990）、フィラメント形成能の劣る魚種の場合はミオ

シンを消化してrodを得る方法の適用は難しいと予想される。そこで、次に筋原

線維から直接rodを調製する事を試みた。出発材料を筋原線維としたときの利点

は、①筋原線維は簡単に短時間で調製でき、かっ大量調製も可能である点、②

ミオシンより安定なので、不安定な魚種からも調製できると考えられる点、③筋

原線維中でのミオシンフィラメントの構造はどの魚種でも同様に強いこと（松浦、

新井、1987）、④クロマトグラフィーでrodと分離のよくないミオシンを、硫

安分画法により簡単に除去できる点、などである。筋原線維の消化条件が良くな

いときには少量のLMMが混入している場合があったが、高い純度が必要なときに

はクロマトグラフィーで更に精製する事が可能であった。なお、ミオシンから調

製したrodと、筋原線維から調製したrodの物理的性質、キモトリプシン消化

　　　　　　　　　　　　　　　　一　65　一
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性、及び後述するフィラメント形成能を調べたところ、全く同じであった。

　実際、この方法によりミオシンのフィラメント形成能の劣るといわれているテ

ィラピア（松浦、新井、1985）や不安定なヒラメなどの魚からもrodの調製が可

能であった。調製したrodのサブユニ・ソトの分子サイズは魚種によって異なり、

コイ以外の魚種のrodのサブユニ・ソトはいずれもSDS－PAGE上で10kDa程大きか

った。ウサギやニワトリミオシンにおいては、そのC末端の58残基のアミノ酸部

分はプロテアーゼによって切断されるため、キモトリプシン消化により得られる

rodはこの部分を欠いていることが明らかとなっている（Maita，　et∂ム，1991；

Elzinga＆Trus，1980；Trus＆Elzinga，1981）。コイrodはウサギrodと同

じサイズであるので同様の切断が起こっているが、他の魚類ではそのような切断

が起こっていないと思われる。コイ以外の魚は活魚として手に入れることができ

ず、冷蔵や冷凍肉から筋原繊維及びrodを調製したのでこのことも原因のひとつ

かもしれない。

　単離調製したコイrodの構造についてウサギrodと比較検討した。アミノ酸

組成は良く似ていた。また、完全なα一ヘリックス構造をとっていること、ゲル

濾過分析、超遠心分析、固有粘土測定などからその分子量、分子形に差はないこ

とが判った。このような基本的な構造はコイrodもウサギrodと全く区別でき

なかったが、キモトリプシン消化法によって両rodの内部構造がかなり異なる事

が明らかになった。コイrod分子上にはHMM／LMM　junctionの他に　95k　S－2／

40k　LMM　junctionという新たな切断部位が存在していた。そして、この部位での

切断によって、　95k　S－2と40kLMMという特殊な断片が生成した。ウサギrod

中でのHMMILMM　junction部分は局所的にα一ヘリックスがほぐれているために

キモトリプシンで切断されると推定されているが、コイrod内の95kS－2／40k

　　　　　　　　　　　　　　　　一　66　一
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LMM　junctionの構造も同じようにほぐれていると思われる。

　この95k　S一一2／40k　LMM　junctionの切断のされ易さは、　rodと70k　LMMで異

なっており、rodでは切断され易いが、　70k　LMMではされにくかった（Fig．23）。

分子運動がjunctionの柔軟性に影響すると考えると、　rodの方が70k　LMMよ

り長いため、このjunctionがフレキシブルとなるが、　70k　LMMの様に短くなる

とフレキシブルでなくなって、切断を受け難くなると推測した。このため、rod

の消化時に一坦70kLMMが生成してしまうと、そこから40kLMMへの切断は起こ

り難くなるので40kLMMは初期に生成するがそれ以上あまり増えない事実を説明

できた。一方、HMM／LbCM　junctionは95k　S－2／40k　LMM　junc－tionよりも感受性

が高いので、　95k　S－2はHMM／LMM　junctionで更に消化を受ける。

　なお、コイrodにはこれらキモトリプシン感受性の高い部位の他にも数カ所

の部位で切断を受ける可能性があるが、その部位の特定はできなかった。まず、

55kS一一2は65kS－2から生成していることは確かであるが、　C末端とN末端

のどちらの側で切断を受けるかは判らなかった。同様に62kLMMは70kLMMに

由来しているがどちらが欠けたものかは未同定である。しかし、これまでウサギ

rod内のHMM／LMM　junctionもいくつかの切断部位が集まったjunctionであるこ

とがわかっているので、　S－2についてはC末端、　LMMについてはN末端が欠

損していると考えてよさそうである。また、33kDaフラグメントはLMMに由来

していることは確かめ、40kLMMの小断片化したものと思われたが断定できなか

った。

　第3節では、コイrodから精製した40k　LMMの精製を試みた。その結果、ピ

ロリン酸存在下でのDEAE－Toyopearlによってrod、70k　LMM、40k　LMMを分離す

る事が可能であった。
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　これらrod、70k　LMM、40k　LMMのアミノ酸組成は大まかには似ており、いずれ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　臨
も完全なα一ヘリ‘ックス構造であることを考えると当然であるように思えた。ウ

サギrodのアミノ酸配列によると、　TrpはS－2部分にはなく　HMM／LMM　junction

及び、LM臨のN端側に、　TyrはLMMのN端側及び、　C末端側に局在している

（King＆Lehrer，1989；Maeda，　et　8ム，1987）。　よって、　ウサギrod中の

40k　LMMに相当する部分にはTrpとPheは存在しないこととなり、コイ40k

LMMで得た結果と一致している。なお、　Fig．31にコイrod、70k　LMM、65k　S－2

のスペクトルを示すが、　S－2に280nmの吸収のピークが認められない。
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ヘコのびの @　　　　　　　　　　　　 も
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　　　　　　　、　　　　　　　、　　　　　　　、

　Wave　length　（nm）

Fig．　31．　Absorption　spectrum　（ABS）　o’f　carp　rod，　LMM　and　S－
2．

　　Cairp　rod，　70k　LMM　and　S－2　（1．2　mg／ml）　were　dissolved　in

O．5　M　KCI　and　20　mM　Tris‘HCI　（pH　7．5）．
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　rod分子の各部分によって総電荷が異なっている事が示唆された。　IEFは尿素

存在下で行ったので、nativeな状態の等電点と一致するとは限らないが、　DEAE－

Toyopear1溶出位置から判断しても40k　LMMは分子表面の負電荷が少ない部分で

あると結論した。また40kLMMと70kLMMの総電荷はかなり異なるのに対し、

70k　LMMのDEAE－Toyopearl溶出位置はrodに近いことから、70k　LMMのN端

の　20kDa部分に負電荷が集中していると予想できた。この予想は、コイrod

消化物中に含まれる20kフラグメントのDEAE－Toyopear1溶出位置が70k　LMM

とほぼ同じであったことからも支持された（図示せず）。
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　　　　　　第2章　ミオシン尾部のフィラメント形成能に関わる分子内構造の研究

　ミオシンは生理的イオン強度下で自己集合しフィラメントを形成する機能（フ

ィラメント形成能）を有しているが、rodがこの機能を担っている事は周知の事

実である。さらにrodのカルボキシル末端側の約半分を占めるLMMがフィラメ

ント形成する最小のものだが、LMM内のどの部分がどのような形でフィラメント

形成に関わっているのかという事はよく知られていない。これまでウサギrodや

LMMをトリプシンで消化し、生成フラグメントの低イオン強度溶液への溶解性を

検討したところ、C末端部分を欠いたフラグメントが塩溶性の性質を失い、フィ

ラメント形成にrodのC末端部分が重要であると推定した報告がある（Nitray，

et　aL，1983）。しかし、実際にLMMから分子断片を単離して調べた例はなく、

rodやLMMの分子内構造とフィラメント形成能のはっきりした関係はあまり理解

されていない。

　前章において、コイrodをキモトリプシン消化することによって、　40k　LMM

という最小の塩溶性の分子断片が生成することを示した。そして、この40k　LMM

はrod及びLMMのC末端部分に位置することも明らかにした。本章ではこの

40kLMMのブイラメント形成能を検討し、この部位の機能特性を見つけようとし

た。また、そのフィラメント形成能をrodやLMMのものと比較検討することで、

rod分子内の各分子断片においてどのような機能分担がなされているかも明らか

にしょうとした。

　ミオシンやrodのフィラメント形成能はイオン強度（KCI濃度）やpH、及び

Mg2＋、　ATP・Mgなどの影響を受けることが知られており、　KCI濃度やpHが低い方

がフィラメント形成し易く（Harrington＆Himmelfarb，1972；Bertel，　et　a／．，

　　　　　　　　　　　　　　　　一　70　一
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　　　　　　1984；Godfrey＆Harrington，1970　a，　b）、また、　Mg2＋が存在しているとブイ

　　　　　　ラメント形成は促進されると報告されている（Reisler，　et　af．，1983）。本章で

　　　　　　はフィラメント形成時におけるこれらの要因（pH、　Mg2＋）の作用についても、

　　　　　　rodの分子内構造と関連づけて検討した。

第1節　40kLMMドメインのフィラメント形成能の特性

1．　コイ40kLMMのフィラメント形成能

（1）　コイ40kLMMの形成する分子集合体の電子顕微鏡観察

　まず、コイ　rod、70k　LMM及び40k　LMMが形成する分子集合体の形状を電子顕

微鏡観察し、比較検討した。　40k　LMM及び70k　LMMはrod消化物の塩溶性画分

からDEAE－Toyopearlによって分離精製した。

　0．3MKCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）に溶解している40k　LMM（タンパク

濃度　約0．8～1mg／ml）に20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）溶液を少しずつ段階

的に加えていき、5分ほどかけてKCI濃度を0。1Mもしくは0．075　Mまで希釈

した（この希釈法を段階希釈法と呼ぶ）。こうして形成させた40kLMM集合体を

1％あるいは2％酢酸ウランでネガティブ染色し、透過型電子顕微鏡で観察した。

その電子顕微鏡写真をFig．　32に示す。
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Fig．　32．　Elec’Lron　rnicrographs　of’ 狽?ｅ　carp　40k　LMM
paraerystaL
　　　　40k　LMM　in　O．3　M　KCI　and　20　inlvl　Tris－inaleate　（pH　7．0）

was　d．iluted　with　20　inM　Tris－inalea’te　（pH　7．0）　to　g．ive　final

KCI　coneentration　of　O．075　M　（A）　ancl　O．1　M　（B），　and
paracrystais　formed　were　observed　by　electron　microscope．
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　40kLMM集合体の表面には縞に見える周期性が観察され、パラクリスタルを形

成している事が判った。このため40kLMMは塩溶性であるだけでなく、低イオン

強度溶液下で規則正しく配列して分子集合体を形成する、フィラメント形成能を

有していることを確認した。パラクリスタルの多くは幅の広いシート状であった

が、スピンドル型のものも観察され、2つのタイプが存在しているようだった。

また、0．1MKCl（B）で形成させた場合、巨大なパラクリスタルの他に非常に細

く短いフィラメント様の集合体が観察できた。この集合体は0．075MKCI（A）条

件下では余り観察されなかったので、0．1MKC1でパラクリスタルになりきれな

い、小さな集合体と思われた。この結果から、　40kLMMの分子集合能は微妙な

KCI濃度の影響を受けやすいことが示唆された。

　0．075MKCI条件下で観察されたパラクリスタルの高倍率写真をFig．33に示

す。スピンドルタイプ（a）やシートタイプが中心であったが、スピンドルタイプ

が集まってシートを作っているような両タイプの中間的なもの（b）、幅広いシー

トが幾重にも重なりあっているもの（c）、またシートの幅が非常に広く、長さよ

りもむしろ横幅の方が大きいようなシートタイプ（d）も多く観察できた。このこ

とから、　40k　LMMはside－by－sideに集合し易い分子である事が知られた。この

ように形成したパラクリスタルの形、大きさはあまりにも不規則であったので、

幅や長さを測定して統計的に処理をする事はできなかった。いずれのパラクリス

タルの表面にも周期性が確認できたが、その周期幅を測定したところいずれも約

13nmであった。また、　（c）に示すパラクリスタルには13　nmの周期が更に2

分割され、より細かい周期を示す部分もあった。
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Low　（A）　and　high　（B）　magnjfied　images　of　the　paracrystals．
a－d　show　different　shapes　of　the　paracr．ystals．
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　40k　LMMの場合と同じ希釈法により、　0．075　M　KC1、20　mM　Tris－maleate（pH

7．0）条件下で形成させたrod及び70k　LMMの集合体の形態を電子顕微鏡により

観察した。70k　LMM　（Fig．34）の場合は、シート状、スピンドル型の2タイプの

パラクリスタルが観察されたが、それらの形、大きさはかなり均一であり（A）、

また40kLMMが形成していたような非常に横幅の広いシートタイプは観察されな

かった。ほとんど全てのパラクリスタルには周期性が観察でき、高倍率（B）にし

てその周期幅を測定すると約43nmであった。またこの周期の中でも更に細かい

周期がみられる場合（Fig．34　B－a，b）もあったが、これらパラクリスタルの周期

及び形態はウサギLMMで報告されているのとよく似ていた（Huxley，1963；

Chourashi　＆　Pepe，　1977；　Katsura　＆　Noda，　1973；　Bennet　，1981；　Lowey，　et　a？’．．

1967）　o

　一方、rodは細長いフィラメントを形成していた（Fig．35　A）。また、　LMMの

場合とは異なり表面に周期性を示すものは少なかった。周期性の見られるパラク

リスタルを倍率を高くして観察したところ（Fig．35　B）その幅は約14　nmであ

り、ウサギrodの場合で知られている値　（14．3　nm）　とほぼ同じであった

（Huxley，　1963；　Chowrashi　＆　Pepe，　1989）　．

　なお、これら40k　LMM、70k　LMM及びrodのパラクリスタルを比べてみると

（Fig．36）、その形態、周期、表面構造はそれぞれに異なっていた。特にパラク

リスタルの幅が異なり、rodよりも70k　LMM、70k　LMMよりも40k　LMMの方が横

幅の広い集合体を形成する傾向にあった。特に40kLMMの場合は非常な幅広いシ

ートタイプを形成し易く、このことから40k　LMM分子はside－by－sideに結合し

易いことが推測できた。

　これら電子顕微鏡観察の結果により、40k　LMM分子は低イオン強度下で規則正

　　　　　　　　　　　　　　　　一　78　一
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しく配列して会合する事が確かめられたので、こ0）40kL闘がミオシンのフィラ

メント形成ドメインであること、すなわちrodのC末端40　kDaの部分がフィ

ラメント形成能を担っていると結論した。
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（2）　40k　LMMのフィラメント形成能に及ぼすKCI濃度、　pH、　Mg2＋の影響

　次に各種条件下での40k　LMMの分子集合能を70k　LMMやrodと比較する事に

した。電子顕微鏡観察により、rodや70k　LMM、40k　LMMの集合体の形態は互い

に異なり、特に40k　LMMの形成するパラクリスタルの形態は様々であった。その

ため、電子顕微鏡による形態観察により、分子集合能を直接比較する事は難しい

と思われ、別の指標を用いる事にした。フィラメントやパラクリスタルの懸濁液

の濁度を集合能の指標として用いることとした。そこでフィラメント及びパラク

リスタル形成時の各種条件を変えたときの集合能（以降両者を区別せずにブイラ

メント形成能と呼ぶ）を懸濁液の350nmでの光散乱強度測定によって調べる事

とした。

　先ずブイラメント形成時のKC1濃度の影響について検討した。　rod、70k　LMM、

40k　LMM（0．3　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0））をKCI終濃度が0．03～

0．15になるように20mM　Tris－maleate（pH　7．0）溶液中に瞬間的に希釈してフ

ィラメントを形成させた（以降、瞬間希釈法と呼ぶ）。このときのタンパク質の

終濃度は全て0．2mg／mlとなるようにした。希釈後氷冷中で30分ほど放置した

後に懸濁液の光散乱強度を測定した（Fig．37）。その結果rod、70k　LM）6は良く

似た値及び変化を示しているのに対し、　40kLMMは大きく異なる挙動を示した。

特に低KC1濃度の時の40k　LMMの濁度は非常に高く、そのフィラメント形成能

が優れている事が示された。また、40k甜MはKCI濃度上昇に伴い大きな濁度変

化が見られ、0．06～0．09MのKCI濃度範囲で急激な濁度低下が認められた。こ

のKCI濃度範囲では70k　LMMやrodは緩やかに低下したが、0．1　M　KCIにおけ

る濁度を比べると、　40kLMMよりもむしろ高い値を示した。これは40kLMMが

　　　　　　　　　　　　　　　　一　80　一

灘　　。塞翻
鍵一’欝・　　一”S



一重」L・ 一・一 `一一・一　一　　一　一

0・1MKC1条件下でパラクリスタルになりきれない微少な集合体を作っていると

の結果と一致している。すなわち40kLMMの集合能は本質的には集合し易いが、

KCI濃度（イオン強度）の影響を受け解集合し易い性質を有していると思われた。
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　次にフィラメント形成に及ぼすpHの影響について検討した。　40k　LMM、70k

LMM、　rodはKC1濃度が0．075　Mとなるように20繭Tris－maleate（pH　5．5～

7・0）あるいは20mM　Tris－HCI（pH　7．5～8．0）溶液中に瞬間希釈し、ブイラメン

トを形成させた。その結果をFig．38に示すが、3者とも似た変化をしており、

pHが低いときの濁度は高いが、　pHの上昇に伴い濁度が低下していくというpH

依存性を示した。しかし、40k　LMMはいずれのpHでもrodや70k　LMMより高

い濁度を示していた。一方、rodや70k　LMMではpH　6．0～7．0で大きな濁度変

化が起こっているのに対し、　40k　LMMはこのpH範囲では余り濁度変化はみられ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミず、変化の起こるpHはややアルカリ側にずれているようであった。このため、

特2こpH　7・0で比較すると40k　LMMの集合能はrodや70k　LMMに比べ非常に優

れているという結果になった。
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Fj9．　38．　Erfecし　of　PH　on　⊥ighし　scaししering　inしensiしy　of　carp
rod，　70k　LMM　and　40k　LMtvl　suspens．ions．

　　Lj．ght　scattering　intensj．t．ies　of　the　suspensions　were
inecasured　in　a　me（liuni　of　O．075　M　KC，1　and　20　mM　Tri．s－maleat，e
（pll　5．5一一7，0）　or　20　inM　Tris一一HCI　（pll　7．5　and　8．0）．　Symbois　are

the　satne　as　in　Fig．　37．
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Fig．　39．　Effect　of　Mg2’　on　the　1．ight　scatteri．ng　intensi’ty
of　rod，　70k　LMM　and　40k　LMM　guspensions．
　　　　Rod，　70k　LMM　ancl　40k　LMM　werre　sug．　pended　in　a　medium　of
〔，・〔，75NKCI　a・d　20・・1M　T・・is一川aleaし・（PH　7．〔，）．　Tlle　given

concentration　of　Mg2’　was　then　added　（’，o　the　suspension．　The
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　Mg2＋はミオシンのフィラメント形成を促進する事が知られている。そこでこれ

らrod、70k　LMM、40k　LMMのブイラメント形成におけるMg2＋の効果を調べる事

にした。まず瞬間希釈法により0．075MKCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）の条

件下でブイラメントを形成させた。30分放置後、フィラメント懸濁液にMgC12

を添加していき、その際の濁度変化を測定した（Fig．39）。　Mg2＋を添加しない

場合は先に示したようにrodが最も濁度が低い。ところが、　Mg2＋を添加していき

その濃度が1mM以上となると濁度は急激に上昇し、10　mM付近で最大値に達し

た。このことからrodはミオシン同様にMg2＋によってブイラメント形成が促進

される事が判り、これはウサギ・ミオシンやrodで得られている結果と本質的に

一致していた（Reisler，　et　aノ．，1983）。また70k　LMMもrodと良く似た変化

を示し、1mM以上のMg2＋添加で濁度上昇し始め、10　mM付近で最大値に達した。

よって70k　LbCMはrod同様にMg2＋によってフィラメント形成が促進されること

が判った。なお、Mg2＋濃度を30　mMまで高めると濁度低下が起こったが、これは

MgC12添加によりイオン強度が上昇したため、フィラメントの解集合が起こった

ものと思われる。

　一方、40k　LMMの場合にはMg2＋によるフィラメント形成促進は全く見られなか

った。すなわち40k　LMMはMg2＋非存在下でも高い濁度を示しており、　Mg2＋を加

えても濁度上昇は起こらなかった。　Mg2＋濃度が10　mM以上では濁度が低下した

が、これも70kLMM同様にフィラメントが解集合したためと思われた。この解集

合による濁度低下は40k　LMbllでは10　mM　Mg2＋から起こっているのに、　70k　LMM

では30mMで起こり始めている。このことからも40k　LMMがイオン強度に対す

る抵抗性が低いことが支持された。

　以上のことより40k　LMMはMg2＋がなくてもフィラメントを形成し易く、また
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フィラメント形成時にMg2＋を必要としないことを見いだした。そしてこれが

rodのC末端部分の持つ機能特性であると結論した。この40kL湘ドメインの

ブイラメント形成能は優れているのに対し、このドメインよりN末端部分を合わ

せ持つrodやLMMのフィラメント形成能は劣るようであった。このことから

70k　LMMのN末端側20　kDaの部分とS－2はフィラメント形成を阻害している

との推測もできた。また、　Mg2＋の効果は40k田Mに対しては見られず、　70k

LMM及びrodには同じ様に見られるのぞ、　Mg2＋は70k　LMMのN末端側20　kDa

部分に作用していると考えられる。そして、　Mg2＋はrodやLMMのブイラメント

形成を促進させるというよりは、むしろフィラメント形成を阻害する部分に作用

して、その阻害を打ち消している、言い替えると機能回復させる役目をはたして

いると考られた。以上のことより、フィラメント形成能をrod分子内構造と関連

づけて説明すると、　rodのC末端40k　LMM部分はフィラメント形成ドメインで

あり、そこよりS－2の方へ延びたN末端側の20kDa部分は蟹92＋で調節される、

ブイラメント形成調節部位であると推測した。
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2．　ティラピア39kLMMの単離とそのフィラメント形成能

　コイrodのC末端の40k　LMMがブイラメント形成ドメインであること、そし

てそのドメインはMg2＋の作用を受けずに優れた自己集合能を有することを明らか

にした。第1章において、各種魚類rodをキモトリプシン消化すると、コイの

40kLMM様の塩溶性分子断片が生成する事を述べた。これら種々の魚類の40k

LMMがコイ40k　LMMと同様の性質を示すかどうかを検討した。

　ここでは、先に松浦ら（1985）によってフィラメントを形成しにくい魚種であ

る事が示されているティラピア・ミオシンの40k　LMM様LMbC｛を用いた。既に、

Fig．26に示したようにティラピアrodからのこの成分の生成量は少ないが、こ

のドメインを単離してその性質、特にフィラメント形成能について検討し、さら

に、その結果をコイ40kLMMの場合と比較して、共通点や相違点を明らかにしょ

うとした。

（1）　ティラピア39kLMMの分離

　まず、ティラピア筋原線維から調製したrod　（0．5　M　KCI、20　mM　Tris－HCl

（pH　7．5））　を更にキモトリプシン消化した（1／250あるいは1／125（w／w）、20。C、

30min）。消化物は0．05　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH　6．0）、5mM　MgC12溶

液に透析後、超遠心分離して水溶性S－2画分と塩溶性LMM画分に分画した。そ

のSDS－PAGE図をFig．40に示す。

　ティラピアrod及びL醐のサイズはコイのものよりも8～10　kDaほど大きく、

それはC末端方向に延びていることをFig．26及びTable　4で述べた。ここで
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キモトリプシン量を増やして（1／125（w／w））消化を行ったところ、ティラピア

rodはコイrodと同じサイズまで低分子化した。また、消化物中のLMMもrod

同様低分子化してコイと同じサイズのものへと移っていった。そしてコイ40k

LMM様の断片と思われた47k　LMMフラグメントも低分子化して39k　LMMとなり、

サイズ的にはこちらの方が似ていた。この39kLMMフラグメントは47kLMMと

同様に塩溶性画病中に回収されたので、40kLMMに相当すると推定された。そこ

でこの最も短い断片を用いて検討する事とした。
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Fig・　40。　　Chymotrypしic　diges．しioll　of　し」．1apia　rod．

　　　　Tilapia　rod　in　O・5　M　KCI　and　20　1nM　Tris－HC1　（PH　7．5）
was　digested　at　20　。C　for　30　mill　by　usin9　1／250　（a）　or　1／125

（b）　（w／w）　of　chy川otrypsjn．　Tlle　digesし　was　dialyzed　agaillst
O．05　M　　KCI　　（pH　　6．0）　and　　5　mM　MgC12，　and　　cenしrifuged　　at

80，000xg　for　60　mj．n・　（di），　（s）　and　（P）　indicate　the　digesし，

the　　supernatant　　and　　the　　precipitate　　after　　the
cenしrifugation・　respectively．　Ca　is　a　control　chymoしryptic
digest　of　carp　rod．
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　　ティラピアrodを47k　LMMがほとんど39k　LMMとなるまでキモトリプシン消

化を続け、消化物の塩溶性画分をコイLMMと同様にDEAE－Toyopearlに供した

（Fig．41）。Na－PPiの濃度勾配がかかると同時に39k　LMMは小さなピークとし

て溶出した。消化生成物中の39kLMMの量が少ないため収量は非常に悪かったが、

単離する事ができた。
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F，ig．　4　L　DEAE－Toyopear．1．　chromatography　or　tilapia　ltMM．
　　　　The　sa1し一solub」．e　fracしion　or　the　t、i⊥apia　rod　digest，　a．s

in　Fj．g．　40　was　dissolved　in　20　mFl　PP．i－Na　buffer　（pH　7．5）　and

’the　solut，ion　was　applied　to　a　1）EAE－Toyopearl　column　（1．4　x
ll　c111）　equi⊥ibrated　with　the　sll，II）e　buffer．　The　P．voしeills　were

elu　t，　ed　byal　．i　near　grad　ient　of　Na－PPi　co　ncen　t，　rat　ion　（dot　ted

line）．　The　fractions　indica’ted　by　bar　was　pooled　af）d　used　as
39k　LIYIFI．
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（2）　ティラピア39kLMMの諸性質

　調製したティラピア39kLMMの諸性質をコイ40kLMMと比較し、両者の相違

点について検討した。

　　Table　6にティラピア39k　LMMのアミノ酸組成を示すが、コイ40k　LMMと良

く似ていた。特に、Pro、　Trpを含まない点でも共通していた。

Table　6．　Amino　acid　coiilpositions　of

　　　　　　　　　’tilapia　39k　LMM．

carp　40k　LMM　and

Amino　acid
　　Carp

40k　LMM
T　il　apia

39k　LMM

Aspartic　acid“i
Threonine
Serine
G　］．　u　t，　amic　ac　id“　i

Pro　1．　iu　tie

GJ．yeine
Alanine
C：　st，eine
Va1　i．　ne

Methj－onine
I　so　」一　ei．i　cine

Leucine
Ty　t’osine

Phenyi　alanine
Lyssine
Histidine
Trv．　ptophan
Argillille

（11）

（1－3）

（79）

（o）

（12）

（31）

（1）

（23）

（11）

（5）

（33）

（3）

（o）

（33）

（6）

（25）
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（32）＊2

（9）

（10）

（74）

（o）

（13）

（32）

（1）

（24）

（11）

（6）

（34）

（3）

（o）

（33）

（5）

（o）

（26）

Tota1 100．0（320）　100．0（288）

＊i　Asparatic　and　glutamic　acids　including　asparagine　and

　　　glutamine，　respectively．

＊2　The　numbers　in，　parenthesis

　　　in　a　mol　of　each　product．

indicate　mols　of　the　residしles
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　また、ティラピア．70k　LMM、39k　LMMの等電点を比較するため、　IEFを行った

（Fig．42）。その結果、コイ　40k　LMMが70kI，MMよりも高い等雷点を持つのと

同様に、ティラピア39kLMMの等電点は70kLMMよりも高かった。しかもティ

ラピア39k　LMPIとコイ40k　LMMの等電点はほぼ一致した。更にDEAE－Toyopear1

からのティラピア39k　LMMの溶出は非常に低濃度のNa－PPiで起きる点もコイ

40kLMMと同様であった。これらの事を総合すると、基本的性質においてティラ

ピア　39k　LMMはコイ40kLMMと一致し、負電荷が少ない特徴がある事が確かめ

られた。

　　コ：
一6．0　a

－55

－5．0

Fig・　42．　lsoeiectric　focusing　of　’ti．．lap．ia　and　carp　LMM・
　　Isoelectrie　focusing　was　eonducted　as　in　Fj．g．．　30　．in　t・he

presence　of　8　M　uvea．　a，　carp　70k　LMM；　b，　tilapia　70k　LMM；
c，　earp　40k　LMFI；　d，　t．Uap．ia　391〈　LFIM．
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（3）　ティラピア39kLMMのブイラメント形成能

　コイ40kLMMのフィラメント形成能に認められる特徴は、優れたフィラメント

形成能を有すること、そしてMg2＋の影響を受けないことであった。このような特

徴についてティラピア39kLMMを用いて検討した。

　ティラピア　39k　LMMおよび70k　LMM（0．3　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH

7。0））を瞬間希釈法により0．05MKC1（pH7．0あるいは6．0）及び0．02M

（pH　7．0あるいは6．0）条件にしてフィラメント形成させた。そして30分保持

後、懸濁液にMg2＋を添加していったときの濁度変化を測定した　（Fig．43）。

70k　LMM（Fig．43　A）はpHやKC1濃度によってその絶対値は異なるが、　Mg2＋

の添加によって濁度上昇が認められた。一方、39k　LMMの濁度は（Fig．43　B）同

条件下で比べると70k　LMMよりも常に高く、またどの条件でもMg2＋の添加効果

は見られなかったので、そのフィラメント形成上の特徴はコイ40kLMMとよく似

ている事が判った。よって、ティラピアにおいてもフィラメント形成ドメインで

ある39kLMMの構造や機能特性は基本的にはコイの場合と共通していると結論し

た。

一　91　一

搬塞．
嘱



（A） （B）

　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
　
　
　
5

≧
旧
ω
q
o
芒
佃
9
」
旧
お
＝
o
o
g
。↑
号
コ

。

　　　　　　　　　　　　　　A－4

。．←。一ムー。一。♪『7も

Vt一一▼一。一v一。ノ！▼ @／・＼

胸“．＿．一v．　v！グ、

　　　　　　　　　　　　　　　　博
’　Avt－A．A．　A．A．A－

　　　　　　　　　　　　　　　　　A

△一fJ一ム．ムー

?、　　　　　　　　△「」△鴨ム

v一“一

@v一　v　一V　一V　’v’Vl＞vl！NN

　　　　　　　　　　　　　　x・

Vtドー▼・▼。▼一▼一

･．▼＼
．

▲rノ」L一△卿▲一▲一▲一▲一▲刷隔▲

　　　　　　　　　　　　　「ム噂▲。

一4 一3

一2　一4　　　10g　［　Mg2’1

・・R 一2

Fig・　43・　　Effecし　of　Mfξ2＋　on　U，e　⊥ighし　scaししering　inしensiしy
of　70k　1，MM　and　39k　LMM　ol’　t．ilap．ia．

　　　　t，ight　scat，t，er．ing　．itit，ensj．t．ies　of　70k　LtylM　（A）　and　391〈　LMM

（B）　suspensions　in　the　follow．i．nff，　media　weve　meag．ured　j．n　the

pvesence　of　various　Mg2＋　concentrations；　O．05　M　KCI．，　pll　7．0，
（A）；　O．05　M　KCI，　pH　6．0，　（As）；　O．02　N　KCI，　pH　7．0，　（V）；

O．02　FI　KCI，　pH　6．0，　（V）．

（A） （B）

8
　
　
　
　
　
　
　
　
　
4

き
憎
ω
＝
①
芒
欄
0
ε
」
2
も
。
ω
↑
£
0
コ
。

。
＼
。

睡
。魎
心
、o

。
＼
。

　
、
O

O鴨

　
　
　
　
　
か

　　

@　

@
　
、

　
　
　
　
　
も

　　

@　

@
＼
｝

　
　
　
　
（
O

　
　
　
　
（
杖

。
△
．

　
　
　
へ

　
　
　
述

　
　
憶

　
述

o O．05 O．1　O　O．05
　　　KCI　．（　M）

ql O．15

Fig．　44．　Comparison　of　KCI　concen’tratj．on　dependence　in　the
light　scattering　intensity　of　tjlapia　LMM　and　carp　IMM．
　　　　LMMs　from　tilapia　（A）　and　carp　（B）　were　suspended　in　a

Jnedj．uni　of　20　mM　Tris－maleate　（pH　7．0）　wit1’i　various
concen’trations　of　KCL　70k　LFIM，　（A）；　‘IOk　or　39k　LNPI，　（O）．
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　以上のことより、ティラピアrod分子内でも、そのC末端部分（約40　kDa）

に会合能力の優れたフィラメント形成ドメインを、またそのドメインよりもN末

端側、言い替えると70k　LMMのN末端部分にMg2＋による調節部位が存在し・

rod内における各部分の機能はコイの場合と共通している事を確かめた。しかし・

Fig．43でのフィラメント形成条件はコイの場合に比べKCI濃度、　pHともに低

く、例えば、0．05MKCI（pH　7．0）の場合は40kLMM、70kLMM共に濁度はほと

んど検出されなかった。　Fig．44　Aにティラピア39kLMM及び70kL剛の・

Fig．44　Bにコイ40k　LMM及び70k　LMMの、　pH　7．0におけるKCI濃度依存性

を示す。ティラピア39k　LMMあるいはコイ40k　LMMは通常のLMMより高い濁度

を示し、また濁度の低下し始めるKCI濃度が低い事は共通していた。しかし低下

の起こり始めるKC1濃度を比較すると、ティラピアL囲の場合はかなり低く・

見かけ上のKCI濃度依存性はコイの場合よりも0・04～0・05　M程度も低濃度側に

ずれているようであった。そしてティラピア39kLMMでは0．04M以上で濁度は

ほとんど検出されなかった。よって、ティラピア・ミオシンのフィラメント形成

ドメインである39k　LMMの機能はコイに比べて極めて劣っていることが明かとな

った。以上の結果から、ティラピア・ミオシンのフィラメント形成能が劣ってい

るのは39kLMMドメインの機能そのものがコイに比べて劣っているためと推測し

た。
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3．　ウサギ36kLMMの単離とフィラメント形成能

これまでの結果から魚類ミオシンの場合はr・dのC末端に位置する40kLMM

部分がフィラメント形成ドメインであることが明らかになり・この部分の性質・

機能が共通していると考えられた。ウサギ・ミオシンのr・dC末端部分の性質

や機能も共通しているのか検討するために・このドメインを分離ようと試みた・

（1）　ウサギ36kLMMの生成条件の検討及びその単離

第、章でウサギr。dをキモトリプシン消イヒしても40k　LMMの様な短い断片は

生成しないことを述べた．またこれまでもこのように短いキモトリプシン断片は

報告されていないため、通常の条件下で消イヒを行ってもこの部分を済すること

はできないと思われた。

さて、尿素はタンパク質問の水素結合を切断し・その立体離を破壊する作用

がある．そこで低灘の尿素存在下でウサギr・dの立体構造搬め・その状態で

キモトリプシンを作用させて断片化させることを試みた・尿素存在下でのウサギ

r。dの構造安定性をFig．18で示したが、1・5　M以下の尿素存在下ではトi）プト

フアン蛍光強度はあまり変化せず、この程度の尿素重農度では大きな立体構造破壊

は起こっていないと予想できた．またウサギr・dは75％エタノールで変性して

も変性剤の除去により構造が回復する事を考えると（Sent－Gy・「gi・et　a／・・

1960）、低濃度の尿素で起こる構造変イヒは尿素を除くと可逆的に戻るので1まない

かと推測した。

　ウサギr。dはコイ同様にDEAE－T・y・pearlで精製したものを用いた・0・5M
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　ウサギrodはコイ同様にDEAE－Toyopearlで精製したものを用いた。　0．5　M

KCI、20　mM　Tris－HC1（pH　7．5）溶字夜中のウサギrodに終濃度0～2．5　Mになる

ように0．5MKCI、20　mM　Tris－HC1（pH　7．5）を含む8M尿素溶液を添加し、直

ちにキモトリプシン消化を開始した。消化条件はキモトリプシン量1／100（w／w）、

20。Cで30分とした。消化物を0．5　M　KCI、20　mM　Tris－Hcl（pH　7．5）溶液に透

析し尿素を除いた後、0．05MKCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）溶液に透析し、

次いで超遠心分離して、上澄の水溶性画分と沈澱の塩溶性画分に分画した。その

SDS－PAGEをFig．45に示す。消化時の尿素濃度が高くなるにつれ消化パターン

が複雑になり、低分子化が進む傾向にあった。1～1．5M尿素存在下での消化では

40k　LMM付近に生成物がみられ、このうち43　kDaと36　kDaのフラグメントが

塩溶性の性質を有していた。

　これらの成分が生成する最適な消化条件を得るため、1M尿素存在下での消化

の時間経過を調べた（Fig．46）。未消化rodが多量に存在しているような消化

初期に塩溶性43kDaと36　kDaフラグメントが生成していたので、これらは比

較的選択的な切断を受けて生成するものであると推定した。またウサギLMMを

1M尿素存在下でキモトリプシン消化しても（Fig．47）この塩溶性43　kDaと

36kDaのフラグメントが生成したので、これらはLMMの一部であると判断した。

なお、これらのフラグメントの生成に対応する他の生成物を同定することはでき

ず、LMMのどの部分に相当するものかを確認する事はできなかった。しかし、分

子サイズが40kDa程度であること、塩溶性の性質を示す事から、コイやティラ

ピアの40k　LMM様の成分と考えた。塩溶性成分中で最小生成物だった36　kDa

（36k　LMMと呼ぶ）成分について注目する事とした。
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　　　　　Rabbi．t　rod　in　O．5　M　KCI　and　20　ii｝M　Tris－HCI　（pH　7．5）　was

digested　by　using　chyino’tr．ypsin　：i．n　1／100　（w／w）　at　20　eC　for

30　min　in　the　presence　of　various　concentration　of　urea．　The
di．gest　was　centrifuged　at．　80，000　x　g　for　60　Jnin　aft，er
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Fig．　48．　Separation　of　rabbit　：36k　LMM　on　DEAE－ToyopearL
　　　　　Rabbit　rod　was　digested　in　the　same　medium　as　described
in　Fig．　46，　and　the　water－insoluble　fraction　obtained　was
d．issolved　in　20　mM　Na－PPi　（pH　7．5）．　The　condit，ions　for
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SDS－PAGE　pat，t，erns　of．　the　fract．ions．　Fraction　numbers　are
g．　hown　be　low　t，　he　ge　ls　．　’1’　he　arrow　ind　」．　ca　’t　es　the　frac　t，　ion　of

tiie　ral）bi．L　361〈　LMM．

一　97　一

t

3

匠
卜



　ウサギ36k　LMMを魚類のそれと同じ方法で単離しようと試みた。　rod消化物

の塩溶性画分を20mM　Na－PPi（pH　7．5）溶液に透析し、コイ40k　LMM精製時と

同条件のDEAE－Toyopearlに供した（Fig．48）。その結果、36k　L剛フラグメン

トは矢印に示した非吸着区分に溶出された。なお、カラムに供したサンプル量が

多かったため、LMMのピークはブロードで大きなものとなったが、36k　LMMは

72kLMMから完全に分離され、単離精製できた。

　このウサギ36k　LMMもDEAE一一Toyopear1に非常に吸着しにくく、ほぼ非吸着区

分に溶出される事から、その分子表面には負電荷が少ないことが推定された。次

ぎにウサギ36kLMMは72kLMMのどの部分に相当するのかを調べた。ウサギ

L醐部分のアミノ酸配列がcDNA解析から予想されており、それによるとウサギ

rodに含まれる2個のTrpはHMM／LMM　junction付近とLMMのN末端部分に存

在している（Maeda，　et　al，1987）。アミノ酸分析の結果　（Table　7）　によると

36k　LMMはTrpを含んでおらず、　LMMのN末端部分を含んでいないことを確か

めた。電荷特性も考え合わせると、36k　LMMは72kLMHのC末端側を含む断片

ではないかと思われた。
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Table　7． Ainino　acid　compositions　of　rod，

36k　LMM　from　rabbit

72k　LMM　and

Amino　acid rod 72k　LMM 36k　LMM

Aspartic　aeid“i
Threonine
Serine
Gluta，mic　acid＊i
Pro　1　j．　ne

Gl：　cine
A！　（a　ti　i．　ne

Cyste　i．　n

Valine
Methionine
Isoleueine
Leucine
T．yrosine
Pheny．　lalanii’）e

Lyssine
Histidine
Tryptophan
Arginine
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（93）＊2　9．7

（42）　4．0
（50）　3．9
（282）　26．2

（o）　o
（26）　2．2
（99）　9．2
（　6　）　C）　．　t）

（38）　4．．r）

（23）　2．0
（40）　4．5
（115）・　1！．3

（7）　1．0
（9）　O．5
（123）　1！．0

（20）　2．3
（2）　O．2
（64）　7．0

（23）

（22）

（151）
（o）

（！3）

（　t．）3）

（3）

（26）

（12）

（26）

（65）

（6）

（3）

（63）

（13）

（1）

（41）
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9
　
　
　
　
　
　
　
　
　1
⊥

（33）＊2

（12）

（12）

（62）

（o）

（12）

（24）

（o）

（16）

（8）

（14）

（3！）

（3）

（1）

（28）

（7）

（o）

（23）

Tota1 100．0（1040）100．0（576）　100．0（288）

＊i　Asparatic　and　glutamic　acids　including　asparagine　and

　　　glutamine，　respectively．　．

＊2　The　numbers　in　parenthesis

　　　in　a　mol　of　each　product．

indicate　mols　of　the　residues
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（2）ウサギ36kLMMのフィラメント形成能

次にウサギ36kLMMのフィラメント形成能について検討した・尿素処理による

フィラメント形成能への影響が考えられるため・対照とした72k　LMMは尿素中の

r。d靴物から、36k　LMMと同時に即したものを・またr・dは1M尿素中で

25・C2。分間保持した後に尿素を除く処理を行ったものを用いた・

先ず、36k　LMM（0．3　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7・0））を段階希釈法に

より0．1　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7・・）までKCI灘を低下させ・形成

した集合体の形態を電子顕獺蘇した・そ蝿子鮒鏡写真をF’g・49に示す・

36k　LMMは非常に幅の広いシート状のパラクリスタルを形成しており・コイ40k

LMMのようにside－by－side　eこ分子が集合し易いことが齢された・そして・そ

の表面構造が明瞭に縣でき、いず抽醐性を示していた・（a）・（b）に示すノs

ラクリスタルは約36nmの大きな周壁月の中央に・更に細い3本の縞が観察され

るという非常に細かい醐髄示した・また（c）の様に約18nmの一律な周期

髄示すものや、それらの中間のような周其月懸盤っものなどもあった・いずれ

にしても細かいはっきりとした醐性を示す事・また横に広いシートタイプのノxe

ラクリスタルである事など、その形態はコイ4・kLMMの鵬と似ていた・ただし・

その周期幅は若撰なっていた．なお・Fig・5・に・同条件下でのウサギ「od

フィラメント（A）及び72k　LMMパラクリスタノレ（B）蝿子顕襯写勲示すが・

すでに報告されているものと変わらず（Huxley・1963；Ch・wrash’・＆Pepe・1977；

Katsura　＆　Noda，　1973；　Bennett，，　1981；　Lowey，　et　a／．，　1967；　Yagi　＆　Offer，

1981）、尿素処理の影響はないことカs”判った・また・形態や醐幅は36kLMMと

は明らかに異なり、それぞれコイr・dや70k　LMMの駝と似ており・「odの

　　　　　　　　　　　　　　　　　一一　loe　一



各部分の形成するフィラメント（パラクリスタル）の形態はコイでもウサギでも

似ていると結論した。

　次にウサギ36k　LMI！1のフィラメント形成に及ぼすMg2＋の影響を調べた。対照

としてrod、72k　LMMの場合も調べた。0．075　M　KC1、20　mM　Tris－maleate（pH

7．0）条件下で瞬間希釈によりフィラメントを形成させ、その懸濁液にMg2＋を加

えていったときの光散乱強度変化を測定した（Fig．51）。ウサギrod及び72k

LMMはコイのそれらと比較するとフィラメント形成し易く、　Mg2＋非存在下での濁

度が高かった。しかし、Mg2＋の添加によりさらに濁度上昇が起こり、　Mg2＋のフィ

ラメント形成促進効果が認められた。一方、　36k　LMMはMg2＋を添加してもそれ

以上の濁度上昇は認められず、　Mg2＋濃度の上昇により解集合するのみであった。

　以上より、ウサギ36kLMMは、分子表面の負電荷が少ないこと、幅の広いシー

ト状のパラクリスタルを形成すること、及びフィラメント形成時に錘92＋の影響を

受けないという機能特性を持つことが判った。この様な構造および機能の特性は

コイ40kLMMと酷似している事から、この部分の性質や機能はウサギ・ミオシン

においても共通していると結論した。
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4．小考察

　第1章において単離精製する事に成功したコイ40kLMMの分子集合能について、

検討したところ、非常に自己集合し易く、シート状の幅広いパラクリスタルを形

成すること、そして集合時にMg2＋の影響を受けない事が確かめられた。コイ以外

の魚類rodからも、またウサギrodからもこのドメインを調製したが、それら

はいずれも分子集合能を持ち、その機能特性は基本的には共通している事を確か

めた。よって、骨格筋ミオシン分子においてrodあるいはLMMのC末端40

kDa部分がフィラメント形成ドメインであると結論した。なお、ウサギ及びニワ

トリのLMMをトリプシン消化してC末端部分（約10　kDa）を取り去ると低イオ

ン強度溶液にも溶解するように変わることが報告されているが（Nyitray，　etθL，

1983；Crosse＆Vardekerckhove，1986；Tashiro，　etθム，1985）、このことか

らも本研究の結果は支持される。また、濁度を指標とした結果からも40kL剛よ

りN端方向に延びた70k　LMM、　rodの順に集合能が劣っていく傾向がみられた。

これらを考え合わせると、フィラメント形成ドメイン以外の部分はむしろフィラ

メント形成を阻害しているといえた。

　Mg2＋が存在するとHMM／LMM　junctionがプロテアーゼ消化され難くなることか

ら、この付近にアフイニティーの低いMg2＋結合部位があると推測する研究例がい

くつかあるが（Reisler，　et　aノ．，1983；Borejdo＆Werber，1982；Ueno，　et　81．，

1983；Chourashi＆Pepe，1986；Persechine＆Rowe，1984）、本論文においては

このjunctionよりもややLMM側の20　kDa部分がMg2＋作用部位であると結論

した。そしてMg2＋はこの部分のフィラメント形成阻害を打ち消す役目をはたして

いると推測した。言い替えると40kLMMがフィラメント形成ドメインであるのに

　　　　　　　　　　　　　　　　一　105　一一
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対し、この20kDa部分はMg2＋による調節部位という事になる。

　これまでの報告によるとS－2部分はフィラメント形成には直接関与せず、ミオ

シン及びrodのフィラメント表面から浮いていると考えられているが（Ueno＆

Harrington，　1986，　a，　b；　Chiano　＆　Harrington，　1979；　Sutoh，　et　aL，　1987；

Reialer＆Liu，1982）、本研究においてもrodフィラメント表面には周期性が

観察され難かったことからもこのことは支持される。　また、40k　LMM分子は

side－by－sideに会合し易く、パラクリスタルは縦方向よりも横方向に伸長する傾

向にあったのに対して、70k　LMMからrodへと、　N端方向のS－2部分が長くな

るにつれて、集合体の幅が狭くなっていき、特にrodの場合はシート状のものは

形成せず、ミオシンフィラメントと良く似た細長い形態をとっていた。このこと

から、rodではS－2部分がフィラメント表面から浮いているため、side－by－

sideの分子結合が物理的に阻害されている事、換言するとS－2は横方向への分

子集合を阻止しているように思われた。

　生体内におけるミオシンの機能を考えると、会合し易い事が必ずしも機能的と

は結びつかない。生体内ではミオシンは太いブイラメントを形成しているが、こ

れがシート上の幅広い集合体ではミオシン頭部がアクチンフィラメントと相互作

用できず、筋収縮できなくなる恐れがある。事実、パラミオシンというミオシン

フィラメントの芯になるタンパクの集合能が異常に発達した線虫の突然変異体で

は、ミオシンの太いフィラメントが形成されず運動能力を失ってしまう事が報告

されている（安藤、香川，1991）。筋収縮を円滑に行うためには、ミオシンが自

己集合すると共に、適度な太さ、長さ、構造のフィラメントを形成する事が必要

と思われる。その意味ではS－2も非常に重要な役割を担っていると考えられる。

　さて、ブイラメント形成におけるMg2＋の作用機構について、　Mg2＋の影響を受

　　　　　　　　　　　　　　　　一　106　一
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けない40k　LMMの性質と関連させて考察した。ミオシンやrodなどのフィラメ

ント形成にはイオン強度やpHが影響することから、分子間の電荷的相互作用が

重要な役割を占めているものと予想される（McLachlan＆Karn，1982；Atkinson

＆Stewart，1991）。パラミオシンの集合体形成には電荷のバランスが重要である

との報告もある（Gengyo－Ando＆Kagawa，1991）。40k　LMMの特徴的性質の1っ

は分子表面の負電荷量が少ないことであり、逆にLMMのN端の20　kDa部分に

は負電荷が局在している事を述べた。これがMg2＋の作用を受けるか否かの違いを

生みだし、　20kDa部分の負電荷にMg2＋が結合すると予想された。　甦92＋は高濃

度で効果を発揮する事を考えると、特殊な結合部位が存在するというよりも、分

子表面の負電荷に作用していると考えられる。すなわち、　Mg2÷はrodやL朋内

の負電荷に富む20kDa部分に作用すること、そしてその負電荷を打ち消し電荷

のバランスを整え、フィラメント形成能を回復させると推測した。
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第2節　　化学修飾法によるrodの分子内機能解析

　前節においてrodのブイラメント形成ドメインである40k　LMMの機能を詳細

に検討したところ、この部分のブイラメント形成能は非常に優れている事・更に

フィラメント形成時にMg2＋の影響を受けないという特徴がある事を明らかにした。

また、40k　LMM部分はその分子表面に負電荷量が少ないという特徴も有していた。

そしてMg2＋はrodやLMMの負電荷に作用していると推測した・

　この節では分子表面の電荷とフィラメント形成能の関係を明らかにしょうとし

た。上記の推測が正しいならば、フィラメント形成時にMg2＋要求性を示すrod

でも、負電荷量を少なくすると40kLMM様の機能特性を示すはずである。そこで

rod分子のアスパラギン酸及びグルタミン酸といった酸性アミノ酸残基側鎖のカ

ルボキシル基を化学修飾して総負電荷量を変える事を試みた・表面電荷を変えた

rodのブイラメント形成能の変化から分子の表面電荷とブイラメント形成能の関

係、特にフィラメント形成に影響を与える因子（pH、　Mg2＋）の役割について考察

しようとした。

1．EDCを用いたrodのカルボキシル基、アミノ基修飾によるフィラメント形

　　　成能の変化

　水溶性カルボジイミドであるEDCはカルボキシル基を活性化し・アミノ基との

間に酸アミド結合を作らせる化学架橋剤である。この架橋反応はカルボキシル基

とアミノ基が近接していないと起こらないことから・例えばアクチンとS－1の

　　　　　　　　　　　　　　　　一　108　一



EDC架橋部位からその結合部位が同定されている（Sutoh，1983）。この場合はタ

ンパク質のAsp、　Glu残基の側鎖であるカルボキシル基とタンパク質のLys残基

の側鎖であるアミノ基を架橋させている。しかし、EDCなどのカルボジイミド剤

はカルボキシル基の化学修飾剤として開発された試薬であり、アミノ基供与体と

して遊離のアミンを用いて、タンパク質のカルボキシル基に結合させることもで

きる（Mejillano＆Himes，1991；Preston＆Seiber，1991）。そこでEDC架橋

法を用い、　rod分子の酸性アミノ酸残基のカルボキシル基をアミド化することを

試みた。

　アミノ基供与体としてはrod表面に架橋結合させても物理的に障害になりにく

く、反応基や電荷を持たないものが適していると考え、グリシンエチルエステル

（GEE）を用いる事とした。この化合物はグリシンのカルボキシル基がエチル基で

プロ・ソクされているので、EDCはグリシンのアミノ基のみに作用する。　EDCによ

ってrod上のカルボキシル基にGEEを結合させ、　rod分子の負電荷量を低下さ

せる事を試みた。

（1）　カルボキシル基修飾によるコイrodのフィラメント形成能の変化

　0．4MGEE（pH　7．0）を含む0．5　M　KCI、20　mM抽idazole－HC1（pH　7．0）溶液

中のrod（1mg／ml）　に終濃度で0～10　mMとなるようにEDCを添加し・20。C

で2時間架橋反応を行った。対照としてGEE非存在下でも反応を行った。反応は

10mM　2一メルカプトエタノールを添加して停止した。　EDC架橋反応を行ったrod

のSDS－PAGE図及びUrea－PAGE図をFig．52に示す。
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column　（1．2　x　32　clll）　equilibraしed　with　O，5　M　KC⊥　and　2〔，　inM

Tris－HCI　（pH　7．5．）．　Vo　and　Vt　inclicate　the　void　voluifie　and
bed　volu｝ne，　respectively．
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　GEE存在下で修飾を行った場合、　反応時のEDC濃度が高くなるに従いSDS－

PAGE上のrod　（130　kDa）のバンドが減少し、かわって2量体に相当するバンド

の生成量が増加した。例えば、EDC濃度10　mMで修飾を行った場合には約50％

が2量体に移行していた。しかし、2量体以上の架橋生成物は認められなかった。

このEDC修飾rodをSepharose　CL－4Bゲル濾過に供しても（Fig・53）・溶出

位置は非修飾のrodと変わらなかった。従って・SDS－PAGE上で見える2量体の

バンドはrod分子を構成している2本のサブユニット間でEDC架橋が起きた分

子内架橋産物であると判断した．また剛票品のUrea－PAGE図を見るとED貸農度

が高くなるに従い、rod単量体のバンドが減少し、2量体の量が増したが・新し

いバンドとして単量体と2量体の問に泳動されるブロードな成分が増加していっ

た．特に10mM　EDCで修飾を行った場合、　SDS－PAGE上では単量体r・dは半分

程度残っているのに対し、尿素電気泳動上は非修飾rodと同じ位置にはバンドは

ほとんど見られず、よりゲルの上方に移っていた・また2量体のバンドの移動度

もEDC量の増加と共にわずかに・J・さくなっていた・Urea－PAGEで1まタンパク質

自身の持つ負電荷量で泳動距離が変わるが、EDC修飾反応を行ったrod標品には

泳動されにくい成分、すなわち負電荷が順次減少している修飾rodが増えている

事を示している。

　一方、　GEE非存在下でEDC架橋反応を行った場合、　SDS・一PAGEでは2量体へ

の移行がGEE存在下より大きく、更に2量体よりも架橋の進行した多量体と思わ

れる生成物が検出された。このことは、　GEEが存在しないとアミノ基供与体が

rodのアミノ酸側鎖のみとなるため、　rod分子内だけでなくrod分子間でも架橋

が起こったことを示す．また、Urea－PAGE上でも重合体のバンド｝羅認できたが・

単量体や重合体など全てのバンドの移動度は全く変わらず・電荷変化は起こって
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いなかった。

　これらの結果から・高濃度のGEE存在下でrodをEDC処理すると分子内架橋

までは起こるものの・それ以上の架橋は起こらず、GEEをrodのカルボキシル基

に架橋でき・負電荷最を小さくできる事が示された。このカルボキシル基の修飾

反応は反応溶液中のGEEの濃度とrodの濃度に依存しており、　rod分子間の架

橋を起こらなくするためには反応溶液中のGEE濃度を高く（0．4　M）、かっrod

の濃度を低く（1mg／ml）する必要があった。また、加えるEDC量によって修飾

反応の度合いを調節したが、同一条件でも必ずしも同じ修飾度合いとはならず、

Fig・54に示すように、2mM　EDCによってUrea－PAGE上での単量体rodの移動

度が全て均一的に小さくなるまで修飾が進む場合もあった。その原因は明かでは

ないが・微妙な条件の変化で影響がでるようで、同程度の修飾を受けた標品を再

現性良く調製する事は難しかった。

　　　こココ　コリの
馳．・・鱒・

o　as　1　va　2　2ss

　εDC⊂r醐》

Fig・　54。　　Urea－PAGE　　paししern　　of　caboxyl　modified　　carp　　rod
wiしh　EDC．

　　Carboxyl　group　of　carp　rod　was　inodifiecl　with　various
concentrations　of　EDC　in　the　presence　of　O．4　M　GEE．　Urea－
PAGE　was　carried　out　as　deseribed　in　Fig．　52．
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　このようにしてカルボキシル基をEDC修飾したrodについて、そのフィラメ

ント形成能を検討した。修飾rodは0．3　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）

溶液に透析し、未反応のGEEやEDCなどを除いてから使用した。これらrodを

0．075MKC1、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）または0．075　M　KCI、20皿M　Tris－

HCl（pH　7．5）溶液に段階的に希釈し、その際形成したフィラメントを電子顕微鏡

観察した。　Fig．55に非修飾及び修飾rodのフィラメントの電子顕微鏡写真を

示す。まずpH　7．0で形成させたフィラメントについて比較すると、修飾rodは

非修飾rodとよく似た細長いフィラメントを形成していた。よく見るとやや細く

てフレキシブルな構造をしている様にも見受けられた。これはそれほど大きな違

いとはいえないが、rod表面にGEEが結合した事による影響とも思われた。一方、

7．5でフィラメント形成させた場合は、非修飾rodはpH　7．0に比べ形成するフ

ィラメントは非常に細く短いミニフィラメント様のものであり、一般にアルカリ

側ではフィラメントが形成しにくいという結果と一致する。ところが、修飾rod

はpH　7．5でもpH　7．0と同様のフィラメントを形成した。このことから、　EDC

修飾により負電荷量を低下させた事で、アルカリ側でのフィラメント形成能が改

善された事が示唆された。
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lig．　55．　Electron　mi．crographs　ol’　the　L’ilarnent　o’f　carboxyl
modified　ear．p　rod　with　EDC．
　　　　　Carp　rod　modified　with　3　mN　EDC　as　」．n　F．ig　54　was　used．

Fi／，aments　of　umnodifj－ed　rod　（A）　and　modified　rod　（B）　were

allowed　to　form　under　the　conclition＄　of　O．075　rrl　KCI　at
either　pH　7．0　（a）　or　7．5　（b）．
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　EDC修飾rodのフィラメント形成能をpH条件を変えて検討した。　Fig．55に

示した実験で用いたのと同じrodを瞬間希釈法により0。075　M　KCI（pH　6．0～

8．0）条件下でブイラメントを形成させ、その懸濁液の光散乱強度を測定した。そ

の結果をFig．56に示す。　pH　6．0でフィラメント形成させた場合には非修飾

rodでも非常に高い濁度を示し、　EDC修飾による効果はあまり見られなかった。

しかし、pH　7．0以上でフィラメント形成させた場合、言い替えると非修飾rod

の示す濁度が低い場合にはEDC修飾の程度が大きくなるほど濁度が上昇していっ

た。以上の結果より、負電荷を少なくする事によりフィラメント形成が改善され

る事が明らかとなった。特にpH　7．5以上では機能改善が顕著にみられたので、

負電荷を低下させた効果はアルカリ条件におけるフィラメント形成時の場合に大

きく発揮されると判断した。

　また、この図からpH依存性を推測すると、　非修飾rodのフィラメント形成

能はpHによってかなり異なり、　pH　6．0と8．0の時の濁度の差は非常に大きか

った。これに対し、rodをEDC修飾していくとpHによる濁度の差が小さくなる

傾向にあった。特にEDC　3　mMではpH　8．0でも高い濁度を示し、結果としてど

のpHでも同じように良くフィラメントを形成するようになった。この結果は電

子顕微鏡観察結果（Fig．55）と一致している。
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Fig．　56．　Effect　of　carboxyl　modification　of　carp　rod　on　its
assembling　abil－ity．

　　　　Light　seatt，ering　intensit，．ies　of　modified　rods　wit，h
us．ing　EDC　concentratj．on　as　．in　1；’ig．　54　we．re　measured　at　O．075

F－1　KCI．a．nFl　various　pHs．　pH　6．0，　（O）；　7．0，　（e）；　7．5，　（A）；
s．o，　（A）．
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　次に、フィラメント形成におけるMg2＋の効果を調べた。非修飾rod及び1mM

あるいは3mM　EDCで修飾したrodを0．075　M　KCI、20　mM　Tris－maleate（pH

7・0）の条件下でフィラメントを作らせ、それにMg2＋を添加していったときの濁

度変化を調べた（Fig．57　A）。非修飾rodは既に述べ・たようにMg2＋未添加の時

は濁度は低いが、　Mg2＋濃度に依存して濁度上昇が起こった。しかしEDC修飾し

たrodはMg2＋の効果が小さくなっていった。すなわち、　EDC修飾していくと

凹92＋がないときの濁度が上昇していくのでMg2＋を加えたときの濁度上昇幅は小さ

くなり、最終的にはMg2＋の効果は全く見られなくなった。　pH　7．5の条件でも同

様の実験を行った（Fig．57　B）ところ、非修飾rodはMg2＋がないときにはほと

んど濁度を示さないが、　Mg2＋添加によって急激な濁度上昇が見られ、　pH　7．0の

場合よりも顕著なMg2＋の効果が認められた。そして、　EDC修飾の程度が増すにつ

れ、Mg2＋未添加の時の濁度が高くなり、3mM　EDCで修飾したものでは　Mg2＋の添

加効果はほとんどなくなり、Mg2＋要求性を失っていた。

　以上より、　EDC修飾によってrodの負電荷を少なくすると、フィラメント形

成能が改善し、Mg2＋要求性を示さない様になった。このようなフィラメント形成

上の特徴は40k　LMMのフィラメント形成能と類似しているため、40kLMMの機能

特性は負電荷が少ないことに由来するという先の推測が支持された。

　さて、　rodの負電荷を少なくした事によるフィラメント形成能の改善効果は

Mg2＋非存在下で顕著に現れたが、同様にpHが高いときにその効果が現れた

（Fig．56）。換言すれば、負電荷の少ないrodはMg　’2＋非存在下でも、またどの

pHでもフィラメントを形成するようになった。例えばFig．57を見ると、非修

飾rodのMg2＋要求性はpH　7．0と7．5で異なるのに対し、3mM　EDCで修飾し

た場合はどちらのpHでも同じ濁度変化を示していた。このことから、　rodの負

　　　　　　　　　　　　　　　　一　116　一
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電荷を少なくすると・Mg2＋要求性だけでなくplI

この点については後に検討する。

依存性をも失う事が示唆された。
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Fj9・　57・　　Effecし　　of　　Mg2÷　　on　　the　　filamenし　　formaし」．on　　of

carboxyl　group　mod“’ied　carp　rod．
　　　　Ccftrp　rods　modified　wiしh　ei・しher　l　mM　or　3　mM　EDC　i1）　the

pvesence　of　O．4　M　GE’E　as　described　．in　Fig．　｛4　were　ugL　ecl・
Li　ght　sca　t・　ter　．i　ng　j．　ntensi　t，　ies　of　ro　cl　suspens　ion　in　a　me　cl　itun

of　O．075　N　KC］．，　pH　7．0　（A）　or　pH　7．5　（B）　were　ineasured　in

the　presence　of　vavious　concentrations　of　＞lg2＋．
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　なお・　GEE非存在下でEDC反応を行うとrod分子間でも架橋反応が起こった

が・そのようなrodのフィラメント形成能についても検討した。　Fig．58に示

した結果からEDC濃度の上昇と共に濁度が減少していき、フィラメント形成がで

きなくなっていくのが判った。特に、EDC濃度が10　mMの時にはpH　7．0でも濁

度が検出されず・酸性の条件下でもフィラメント形成能が著しく低下していた。

このrodには単量体のみならず分子間で架橋されてできた重合体も含まれていた

（Fig・52）ので、フィラメント形成能の低下はrod重合物に起因すると思われ

た・ただし・これほどブイラメントの形成阻害が起こっているのに、SDS－PAGE

（Fig・52）では単量体rodがかなり検出されており、重合体rod量は少なかっ

た。従って・少量の重合体が存在していただけでもフィラメント形成に与える影

響は大きいものと考られた。
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Fi5ξ．58．　Erreeしof　El）Cい・eaしm《川しinしh（’absence　of　GEE　on
the　assembl　ing　abil．ity　o｛　ca（　rp　rod．

　　　　CaTP　rods　treaしed　wiUI　v：Ll’iouS　concentrations　of　EDC
without．　GF，E　as　deg．cribed　i”　Fig．　52　were　used．　The　nteditlln
foi’　suspenditig　pod　was　t，1）e　t，　ame　ag．　F’ig．　56．　S：　rnbols

jndicating．　pH　of　the　suspension　are　a！．so　t，he　saine　as　in　Fig．

56．
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（2）　カルボキシル基修飾によるウサギrodのフィラメント形成能の変化

　コイrodをGEE存在下でEDC修飾する事によってフィラメント形成能を改善

し・　40k　LMMの様にMg2＋要求性を失わせる事に成功した。これらの結果がコイ

のみならずウサギrodでも同様であるかどうかを検討した。

　ウサギrod（0．5　M　KCI、20　mM　imidazole－HCI（pH　7．0）、1mg／ml）に0，4　M

GEE存在下及び非存在下で種々濃度のEDCを加え、25。Cで1時間修飾反応を行

った。この修飾反応を行ったウサギrodのSDS－PAGE及びUrea－PAGE図をFig，

59に示す。

　それによるとウサギrodの場合もコイrodで得られた結果と同様に、　GEE存

在下でEDC修飾を行うと2量体以上のバンドは検出されず、分子内架橋しか起こ

っていない事が判った。またUrea－PAGEの結果からrodの移動度が小さくなり

負電荷が小さくなっている事が確かめられた。一方、　GEE非存在下でEDC修飾

を行った場合には、2量体以上のサイズのバンドが生成し、分子間に架橋が起こ

っている事が示された。しかし、　Urea－PAGE上では移動度は変化していないので、

電荷変化は起こっていない事が判った。これもコイrodの場合と同じ結果であっ

た。
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Fig．．　59．　SDS－PAGE　and　urea－PAGE　of．　rabbit　rod　modified　by
EDC　in　the　presence　or　abgence　of　GltlE．
　　　　　Rabbit　rod　in　O．5　M　KCI　and　20　n）M　i｝nidazole－HCI　（pH
7．0）　was　ineubated　with　vavious　concentrations　of　EDC　in　the
presence　or　absence　of　GEE　at　25　OC　for　1　hr．　SDS－PAGE　and
urea－PAGE　were　carried　out　as　deg．cribed　in　Fig．　5L2・
Glycine－EDC　and　EDC　indicat，e　the　modification　in　the
presence　and　absence　of　O．4　M　GEE，　respectively．
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　次に・これら修飾rodのフィラメント形成能について検討した。　0．1　M　KCI、

pH　6・5～8・0の条件下で瞬間希釈法によりフィラメントを形成させ、その光散乱

強度を測定した（Fig．60）。GEE存在下でEDC修飾を行った場合、非修飾rod

がフィラメント形成し易いpH　6．5及びpH　7．0ではEDC修飾の効果は認められ

ないが、微アルカリ条件（pH　7．5及びpH　8．0）ではEDC修飾が進むにつれて懸

濁液の濁度は上昇していき、フィラメント形成が改善されていくのが示された。

これもコイrodのEDC修飾実験で得られた結果と同じであった。一方、　GEE非

存在下でEDCを反応させ、分子間架橋物が生成したrodの場合は、　pH　6．5及び

pH　7・0においてもフィラメント形成できないようになっていった。

　次にEDC修飾によるMg2＋要求性の変化について調べた（Fig．61）。ブイラメ

ント形成条件は0．1MKCI、　pH　7．0もしくは7．5とした。　非修飾rodでは

Mg2＋要求性が認められ、その効果はpH　7．5の方が顕著であった。そしてEDC修

飾が進むに従いMg2＋未添加時の濁度が高くなっていき、ついにはMg2＋の影響を

受けなくなった。

　以上より、　GEE存在下でのEDC修飾により、ウサギrodでも負電荷を打ち消

す事ができた。そしてrod表面の負電荷を打ち消す事による効果はコイでもウサ

ギでも同様であり、フィラメント形成能は改善し、Mg2＋の促進効果を必要としな

くなった。
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Fi’ 〟D　60．　Effect　of　；nodifieatj，on　o．f　rabbit　rod　with　EDC　i．n

the　presence　or　absence　of　GEE　on　the　assembling　properties．
　　　　The　same　modified　rabbit　rods　as　shown　in　Fig．　59　were
used．’　Glycine－EDC　and　EDC　are　also　the　same．　The　cond．itions
for　suspending　rod　were　O．1　M　KCI　and　at　pH　6．5　（O），　7．0
（e），　7．5　（A）　and　8．0　（A）．
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Fig．　61．　Effect　of　Mg2’　on　．　the　1’ilaruent　forraation　of
carboxyi　group　modified　rabbit　rod．
　　　　　Modified　rods　with　EDC　as　j．n　Fig．　59　were　prepared，　ancl

the　light　scattering＋　intensit，．ies　of　rod　suspension　at　O．1　M
KC．1　and　pH　7．0　（A）　or　7．5　（B）　were　measured　in　the　presence

of　various　concentrations　of　Mg2’．
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（3）　アミノ基修飾によるコイrodのフィラメント形成能の変化

　EDCを用いたrodのカルボキシル基修飾により負電荷を打ち消すと、フィラメ

ント形成が改善する事を示してきた。これらの機能変化がカルボキシル基修飾に

よる負電荷の減少による事を明らかにするため、次にアミノ基を修飾し、相対的

に負電荷量を増やしたときのrodのフィラメント形成能を検討した。カルボキシ

ル基供与体としてギ酸を用い、　rodのアミノ基をEDCを用いてプロ・ソクした。

ここではコイrodを用いた実験結果を示す。

　コイ　rod　（　0．5　M　KCI、20　mM　imidazole－HC1（pll　7．0）、1mg／ml）のEDC

修飾を中和した0．2MIICOONa存在下で行った。そのときの修飾rodのUrea－

PAGE図をFig．62に示す。用いるEDC

濃度が高くなるにともないGEEの場合と

は逆にrodの移動度がわずかに大きくな
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　eE　”cee”
っていた。2量体のバンドも同様に若干移

動度が大きくなった。これはアミノ基の正

電荷がブロックされ、相対的に負電荷量が

増えた為と思われた。なお、図示しないが

このとき分子間架橋が起こっていない事は

SDS－PAGEにより確認している。

一i●凶鱒顧
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　εocc繭鱒

Fi9・　62．　　Change　　：hl　urea－PAGI，；　paししe．rn　of　EDC－modified　　rod

with　IICOONa．

　　Carp　rod　was　treat．ecl　wj．t，h　various　concentration　of　EDC
jn　’the　presence　of　with　O．4　M　GE．E　or　O．2　M　HCOONa．　Urea－PAGE

was　carried　out　as　described　in　Fig．　52．
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　次にアミノ基のEDC修飾がrodのフィラメント形成能に及ぼす影響を検討し

た（Fig・63）。微酸性条件下で非修飾rodは良くフィラメントを形成し、高い

濁度を示したが、2mM以上のEDCでアミノ基を修飾すると濁度が減少していっ

た・そして3mM　EDCで修飾したrodはpHが6．5よりも高い条件では濁度はほ

とんど検出されなくなった。この結果は先に行ったカルボキシル基の修飾とは全

く逆であった。更に、この結果を確認するため、　rodのアミノ基修飾がフィラメ

ント形成のpH依存性に及ぼす影響を調べた。まず、修飾rodをO．075　M　KCI、

20mM　Tris・5mM　maleic　acid（pH約8．1）の条件下で瞬間希釈し、30分保持

した。その後0・25Mmaleic　acidを少量ずつ添加し、徐々にpHを低下させた

ときの濁度変化を追跡した（Fig．64）。アミノ基の修飾が進むにつれ最大濁度を

示すpHが低下し、依存性が酸性側に移動していった。それと共に、各pHにお

ける濁度の値も低下し、全ての条件下でのフィラメント形成能が低下した事が判

った。

　更にこのアミノ基がブロックされたrodがフィラメント形成するときのMg2＋

の効果を調べたところ（Fig．65）、修飾が進むにつれて、　Mg2＋未添加の場合の濁

度が低下した。また、Mg2＋を加えていくに従って濁度の著しい上昇は認められた

が、その最大値は低下していた。そしてMg2＋未添加で濁度が検出されなくなった

rodすなわち3mM　EDCで修飾したrodではMg2＋を添加しても濁度上昇しなか

った。

　以上の結果より、　rodのアミノ基を修飾すると自己集合能を弱める結果となり、

アミノ基修飾rodはpHを低くしても、また、　Mg2＋を添加してもブイラメントが

成できなくなった。ここでは図示しないが、ウサギrodのアミノ基を修飾しても

コイrodの場合と同様の結果が得られた。これらの機能変化はカルボキシル基修

　　　　　　　　　　　　　　　　一　126　一



飾の時に見られた結果とは全く逆のものであった。従って、先に示したフィラメ

ント形成の改善効果は負電荷を打ち消す事によって得られる事を確認した。
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Fig．　63．　Assembling　ability　of　amino　group　rllodiL‘ied　carp
rod，

　　　　Amj．no　group　modified　cavp　rod　was　prepared　as　in　Fig．
62．　Light　scattering　j．ntensjt，’i．es　of　modifi．ed　rod　suspension
were　rneasured　at　O．075　M　and．pH　6．e　（O），　6　i5　（e），　7．0　（A）

and　7．5　（A）・
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li．ig．　64．．　pH　dependenee　of　l　i．ght　scaLtering　．inLensity　or

carp　rod　suspengion　after　amino　group　mod」．fic’ ?ｔｊ．on．

　　　　　P－lod／ified　rocls　as　in　Fig．　62　were　suq．pended　in　O．075　M
KCI，　　　　　20．mM　Tris“and　5．mM　male．ic　acid　（pH　8．1）．　pH　of　the　rod
su唐垂?ｎｓｉ．op　was　lowered　by　stepwise　additi．on　of　O．25　M　maleie
acid，　　　　　　a・dthe　scatt・・i・g　i・1し・・sity・ha。9。　wa。　f。11。w。d．
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Fig．　65．　Effect　of　Mg2’　on　the　filament　formation　of　anino
group　modified　carp　rod．
　　　　The　same　modified　rods　as　in　Fig．　62　were　suspended　in
O．075　M　KCI　and　20　mFI　Tris一一maleate　（pH　7．0）．　The　seatterj．ng

intensit：　change　upon　Mg2’　addition　was　followed．　umnodified
rod　（A）；　modified　rod　with　2　n｝M　（B）　and　3　inM　（C）　EDC．
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2．　フィラメント形成に関わるrod分子の表面電荷、　Mg2＋、及びpHの関係

　ここまでのEDCを用いたカルボキシル基及びアミノ基の修飾により、フィラメ

ント形成にはrod分子表面の電荷が関与してい事が考えられ、それに関連して

pHやMg2＋が互いに密接な関係を持っている事が示唆された。そこでフィラメン

ト形成における負電荷、Mg2＋、及びpHの3者の相互関係について更に詳細に検

討した。得られた結果はコイrodでもウサギrodでも本質的に同じであったの

で、以下コイrodを用いた結果を示す。

（1）　rodのカルボキシル基修飾によるフィラメント形成時のMg2＋要求性の

　　消失

　まず、フィラメント形成におけるMg2＋の役割を明らかにするために、1～3mM

のEDCでカルボキシル基を修飾したrodのブイラメント形成能をMg2＋存在下

の場合に注目して検討した。フィラメントの形成条件は0．075MKCI、　20　mM

Tris－maleate（pH　7．0）、あるいは0．075　M　KC1、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、

10mrd　MgC12である。　Fig．66にその結果を示す。　Mg2＋非存在下の場合（Fig．66

A）は既にFig．56で示した結果と同様で、カルボキシル基修飾の効果が現れた。

それに対して非修飾rodでも10　mM　Mg2＋が存在すると、　pH条件に関わらず高

い濁度を示し、この結果はEDC修飾の有無に関わらず同じ様にフィラメントを形

成している事を示している（Fig．66　B）。このため、カルボキシル基修飾の効果

はMg2＋未添加の場合にのみ検出される事が判った。先に示したようにMg2＋要求性
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非修飾のrodで現れるが負電荷量を減少させると失われるため、　Mg2＋とカルボキ

シル基修飾の効果は相補しているように思われた。このことからrodへのMg2＋

の結合と、カルボキシル基の修飾とは同じ意味を持つ事が示唆された。
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Fig・　66・　　Erfect　　of　　carboxyl　　grotlP　　modificaしi（⊃n　　｛｝n　　the

aggeiubly　of　carp　rod　in　the　preBenee　or　absence　of　Mg2＋．
　　　　The　carboxyl　group－modified　carp　rods　were　preparecl　as
described　in　Fig．　54．　Light　seattering　intensity　of　the
modified　rod　suspensi．on　in　O．075　M　KCI　（pH　6．5－8．0）　was
ineasured　in　the　absence　（A）　or　presence　（B）　of　10　inM　MgC12．
pH　6．5　（O），　7．0　（e），　7．5　（A）　and　8．o　（A）．

一　130　一

’、羅i

難・
層　fi

mf



』辱ρ一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…

　そこでrod分子上のMg2＋結合部位とEDC修飾部位の異同を明らかにする為に、

rodのカルボキシル基修飾反応に及ぼすMg2＋の影響を検討した。　Fig．67に、

0．4MMgC12の共存下、非共存下でカルボキシル基修飾反応を行った場合のrod

のUrea－PAGEの結果を示す。

　それによるとMg2＋共存下でもEDC濃度が増えるにつれrod及びrod　2量体

のバンドの移動度がやはり小さくなり、カルボキシル基にGEEが架橋されて負電

荷が小さくなっている事が判る。しかし、同じEDC濃度で修飾したrodの移動

度を修飾時のMg2＋非存在下及び存在下でで比較すると（Fig．67　B）　Mg2＋存在下

で修飾したrodの方が移動度の変化が小さく、修飾の程度が小さかった。このこ

とはカルボキシル基に廻g2＋が結合し、　EDC修飾が阻害されているためと考えら

れた。しかし、0．4Mというような高濃度のMg2＋が存在しても修飾を完全に阻止

する事はできなかったので、GEEとMg2＋とは互いに拮抗している可能性が考えら

れる。
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F．ig．　67．　Effect　of　Mg2’　on　the　carboxyl　group　modification
of　carp　rod．

　　　　EDC　modtfication　of　carp　vod　was　carried　out　w．tth　O．4　M
GEE　（Gl：cine）　in　the　presence　or　absence　of　O．4　Pl　rvlg2’．　The

urea－PAGE　patterns　of　earp　rod　moclii’fied　tmder　above　two
conditions　were　eompared．　Rigl）t，　urea－PAGE　patt，erns　are　gels
to　eompare　the　mobility　of　rod　modified　in　’the　absenee　（一）
or　presence　（＋）　of　O．4　Fl　FlgC12・’
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68．　Effect　of　Mg2’，　GEE　and　Mn2’　on　the　assemble　of
rod．

Carp　rod　was　suspended　in　a　medium　of　O．075　M　KCI　（pH
or　7．5）．　The　1．ight　scatteving　intensity　were　foliowed
　addition　of　Flg2＋　（A），　GEE　（B）　and　Mn2’　（C）．
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　rod上のMg　’2　＋の結合部位はCa2＋結合タンパクにおけるCa2＋結合部位のEF一

ハンド構造のような特殊な立体構造部位を持たず、分子表面に分布するカルボキ

シル基そのものであることが示された。そのため、Mg2＋の作用は負電荷を単に減

少させるだけであると推定した。そこでMg2＋以外の種々の2価カチオン（Mn2＋、

Ca2＋、　Ni2＋、　Sr2＋）を用いてrodのフィラメント形成に及ぼす影響を調べた。そ

の結果、Mg2＋と同様の効果がMn2＋に認められ、しかも、　Mg2＋よりも低濃度でフ

ィラメント形成を促進する効果を発揮する事が判った（Fig．68）。しかし、どの

2価金属でも効果を示すわけではなく、Ca2＋では0．1　Mまで加えたが、全く効果

が得られなかった（図示せず）。また、EDC修飾時にアミノ基供与体として用い

たGEEそのものも0．1M付近まで添加するとかなり濁度上昇が認められたがそ

の効果はMg2＋の場合よりも小さかった（Fig．68）。この要求性の違いはカルボ

キシル基との親和力の違いに起因しているのではないかと推測した。つまり、カ

ルボキシル基との親和力が大きいものは比較的低濃度で負電荷を打ち消す効果が

得られるが、親和力が小さいと高濃度を必要とするため、効果が得られる濃度で

はイオン強度の方が高くなり、フィラメントが解集合してしまうことを推測した。
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（2）　rodのカルボキシル基修飾によるフィラメント形成時のpH依存性の消失

　カルボキシル基を修飾したrodではフィラメント形成時のpH依存性が大きく

変わり、非修飾rodで顕著にみられたpH低下による濁度の上昇が認められなく

なる事を述べた。そこでフィラメント形成に及ぼすpHの影響をrodの負電荷と

関連づけて検討した。まず、修飾の程度の異なるrodを用い、0．075　M　KCI、20

mM　Tris、5mMマレイン酸（約pH　8．1）溶液中で瞬間希釈してフィラメント形成

させた・30分放置後・0・25Mマレイン酸溶液を滴下してpHを低下さサていっ

たときのrod溶液のpHと濁度の関係を検討した。　pHを低下させたときにおこ

る濁度変化はゆっくりとしていたので、一定値に達するまで、長い場合で約10

分程待って測定した。このようにして調べたブイラメント形成のpH依存性を

Fig．69に示す。

　まず、Fig．69　AではpHとカルボキシル基修飾の関係を示すが、非修飾rod

はpH　8・1の条件では濁度はほとんど検出されず、マレイン酸を加えpHを低下さ

せていくにつれて濁度は次第に上昇し、pH　6．5付近で最大値を示した。一方、カ

ルボキシル基を修飾したrodの場合には修飾の程度が大きくなるほどアルカリ側

（pH　8．3付近）での濁度が大きくなり、その最大値を示すpHもアルカリ側に移

動していた。すなわち非修飾rodではpH　6．5で最大値が得られたのに、1mM

EDCで修飾した場合にはpH　7．0、3mM　EDCで修飾した場合にはpH　7．5付近ま

で最大濁度を示すpHがアルカリ側に移行した。これらの事実から、カルボキシ

ル基修飾がrodのブイラメント形成与える効果はpHを低下させるのと類似して

いる事が示唆された。
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Fig．　69．　Effect　of　carboxyi　group
dependent　agsembly　of　carp　rod．
　　　　Modifieation　of　carboxyl　group
as　i，n　Fig．　54．　pH　dependent　tight

rnodification　on　the　pH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　earp　rod　was　the　same

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fcatt．ering　intensity　of

inodified　rod　suspension　at　O．（）75　M　KCI　was　measurecl　as
described　in　Fig．　64　in　the　presence　（A）　or　absenee　（B）　of
10　n）M　MgC12．　uninodified　rod　（O　）；　inodified　rod　with　1　mM
（A），　1．5　mM　（e）　and　3　inM　（A）　EDC．
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　タンパク質の負電荷は酸性アミノ酸の側鎖のカルボキシル基の電離状態に依存

することから、pHが低いほど電離しにくくなり、負電荷は小さくなると考えられ

る。すなわち、pH低下による効果はrod表面の負電荷を少なくする事といえる。

　さて、前述した通りMg2＋はカルボキシル基に結合し負電荷を打ち消す作用があ

り、フィラメント形成に及ぼすMg2＋の効果とpHの効果は類似の効果であること

を推定した。両者の関係を明らかにするためpHの効果を10　mM　MgC12存在下でも

測定した結果（Fig．69　B）、Mg2＋によってフィラメント形成能の向上したrod

はカルボキシル基の修飾の如何に関わらずどのpHでも高い濁度を示した。

　以上に述べたカルボキシル基修飾、Mg2＋、及びpHの3つの因子について、そ

れらの効果をまとめてFig．70に示した。非修飾rodのフィラメント形成を良

くする手段はpHを6．5程度まで低下させるか、10　mM　Mg2＋を添加するかのどち

らか一方でよく（Fig。70　A）、修飾rodではそのどちらも必要ではない（Fig．

70B）。それら3因子のうちの1っを満足させると、他の因子による効果は見え

なくなることから、全て同じ効果をもたらしている事が示された。。言い換える

とこれら3因子は全てrodの負電荷を小さくして、フィラメント形成阻害を打ち

消す役割をはたしていると結論した。
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3．　カルボキシル基修飾したコイ40kLMMのフィラメント形成能

　コイ40k　LMMは負電荷が少なく、自己集合能が優れており、　Mg2＋要求性を示さ

ない事を先に述べた。しかし、40kLMMにも酸性アミノ酸は含まれているので、

pH　7．0では電荷バランスがとれていてもアルカリ条件下では負電荷が増すと予想

される。そこで40k　LMMのフィラメント形成に対するMg2＋要求性をpHを変え

て再検討した（Fig．71）。先に示した通り中性では40k　LMMはMg2＋要求性を

示さなかったが、pH　8．0ではMg2＋非存在下での濁度がほとんど検出されないま

でに低下し、これに5～10mMのMg2＋を添加することにより濁度上昇が起こった。

この結果は、アルカリ条件下では40k　LMMの場合もrodと同様に負電荷の増大

によるフィラメント形成阻害が起こり、その負電荷にMg2＋が作用してフィラメン

ト形成するようになった事を示す。
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　　　　Carp　40k　LFIM　and　70k　LFIFI　were　suspended　in　O．05　M　1〈C．1

（pH　6．0－8．0），　and　the　light　scattering　intensities　of　t，he
guspension　in　the　presence　of　various　concentrations　of　Mg2’
were　measured．　pH　6．0　（A），　6．5　（A），　7．0　（O），　7．5　（e）　and

8．0　（V）．　（A），　40k　LPIM；　（B），　70k　LFIM．
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　このようにpHによっては　40k　LMMでもフィラメント形成時のMg2＋要求性が

発現する事が判ったので、カルボキシル基を修飾して、そのMg2＋要求性を失くす

ことができるか検討した。反応条件はrodの場合と同じで、　40k　LMM　（0．5　M

KCI、20　mM　imidazole－HCI（pH　7．0））に0．4MGEE存在下で種々濃度のEDCを

加えた。そのとき得られた修飾40k　LMMのUrea－PAGE図の変化をFig．72に示

す。　40k　LMMの場合もEDC濃度の増加に伴いバンドの移動度が小さくなり、カ

ルボキシル基の修飾が起こっている事が示された。この修飾40kLMMのフィラメ

ント形成時のMg2＋要求性を、0．05　M　KCI、　pH　7．0あるいは7．5で調べた（Fig．

73）。pH　7。5でフィラメント形成させた場合には（Fig．73　B）、効果はやや小

さいもののHg2＋要求性を示していたが、これは1mM　EDCを用いた修飾で失われ

た。元々Mg2＋を必要としないpH　7．0の条件では（Fig．73　A）カルボキシル基

修飾は単に濁度低下を引き起こすだけであった。

　40k　LMMのフィラメント形成に及ぼすカルボキシル基修飾の影響をpHを変え

て検討し、Fig．74に示した。それによると、アルカリ側では（pH　7．5及びpH

8．0）カルボキシル基の修飾と共に濁度の上昇が認められたが、　pH　6．5やpH

7．0のときにはむしろフィラメント形成しにくくなる傾向がみられ、Fig．73の

結果と一致した。更に、カルボキシル基を修飾した40kLMMのフィラメント形成

のpH依存性を調べたところ（Fig．75）、修飾により濁度のpH依存性が失われ、

いずれのpHでも同様にフィラメント形成するように変わった。これはrodの場

合に得た結果と共通していた。しかし、このときの濁度はアルカリ性での非修飾

40k　LMMの値よりは大きいが、酸性：域における非修飾rodの濁度よりはかなり小

さかった。先に40k　LMMはside－by－side方向に集合しやすい性質がある事を示

したが、分子表面にGEEが架橋されたためside－by－sideの集合が物理的に阻害
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されているのではないかと推測した。
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Fig．　72．　Urea－PAGE　patterns　olr　carboxyl
group　modifjed　carp　40k　LMM．
　　　　Carp　401〈　LFIM　was　treated　with　EDC
in　the　presence　of　O．4　＞1　GEE　a，t　20　”C

for　2　hv．　Urea－PAGE　was　earried　out　as
in　Fig．　30．
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　　　　　Carbox：1　group　of　40k　LFIPI　was　modofied　ag　in　Fig．　72

and　then　suspended　in　O．05　M　KCI　at　pH　7．0　or　7．5．　Light
scatt，ering　intensi，ty　cl｝ange　upon　Mg2＋　additton　was　measured．
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　　なお、

maleate

40k　LMM

いた。

修飾40kLMMの形成するパラクリスタル（0．075MKC1、20mMTris一

（pH　7．0））を電子顕微鏡観察したところ（Fig．76）、同条件の非修飾

の形成するパラクリスタル（Fig．33）よりも横幅の狭いものを形成して
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4．　小考察

　カルボキシル基の化学修飾にカルボジイミドを用いる手法はよく知られており、

最近ではカルボジイミドの一種であるEDCを用いてチューブリンのカルボキシル

基を化学修飾し・それによる機能変化を研究した例がある（Mejillano＆Himes，

1991）　o

　本研究でもEDCを用いてrodのカルボキシル基を化学修飾する事により、フ

ィラメント形成に及ぼす種々要因（Mg2＋、　pH、分子表面電荷）の影響を知ろうと

した。　EDC修飾時のアミノ基供与体としてGEEを用いたが、　GEEの代わりに

Trisやアミノエタノールを用いて検討したが本質的には同じ結果が得られた。

　rodのフィラメント形成に及ぼすカルボキシル基修飾の影響を検討した結果、

カルボキシル基を修飾して負電荷を小さくした結果、フィラメント形成能が改善

される事が明らかになった。逆に、アミノ基をHCOONaを用いてEDC修飾すると

フィラメントが形成しにくくなる事が見いだされた。従って、rodがフィラメン

ト形成するためには分子表面の余分な負電荷を打ち消して、電荷のバランスを整

える事が重要であると考えられた。

　本研究においてはEDCで修飾されるカルボキシル基の位置や個数を同定するこ

とはできなかった・修飾rodのUrea－PAGEによるバンドはブロードであったの

で・修飾程度の異なるrodの混在した標品であると思われた。修飾rodのアミ

ノ酸分析によりrodに取り込まれた平均GEE数を測定した。その結果は非常に

誤差が大きいものであったが、アルカリ性でもフィラメント形成する程度にカル

ボキシル基修飾が進行したrodの場合でも、1分子あたりせいぜい数残基～10

残基が修飾されている程度であった。ニワトリやウサギのrodのアミノ酸配列か
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ら求めた酸性アミノ酸数は全アミノ酸1080のうち約240であるので、機能改善

に必要な修飾カルボキシル基の数はそれほど多くない事になる。

　また・　rodの修飾カルボキシル基の位置を知るために、修飾rodを更にキモ

トリプシン消化し、生成断片のUrea－PAGE上での移動度変化を調べようとした。

EDCによるrodサブユニ・ソト間の分子内架橋物が混在していたために、バンドの

同定は困難であったが、どのバンドの移動度も小さくなるようであった。このこ

とから判断して・rod上の特殊な部位のカルボキシル基のみが選択的に修飾され

ているわけではなさそうである。

　フィラメント形成におけるpHやMg2＋の役割についてもrod表面のカルボキ

シル基由来の負電荷を打ち消して電荷バランスを調製するという事で説明できた。

すなわち・これら3つの因子の条件を組み合わせた実験から次の結果が得られた。

①カルボキシル基修飾はMg2＋添加またはpH低下の効果を同じ様に失わせる事、

②非修飾rodもpHが低い場合、　Mg2＋要求性が認められない事、③Mg2＋存在下

ではpH依存性が失われる事、④カルボキシル基修飾したrodはMg2＋非存在下、

微アルカリという最もフィラメント形成しにくい条件でも、充分にフィラメント

形成できる事。このため、pHとMg2＋の効果は同次元で議論でき、両者ともにカ

ルボキシル基修飾と同様の総電荷を変える役割を果たしていると結論した。pH

がフィラメント形成に影響する例として、高イオン強度下のミオシンでも溶液の

pHが低ければ（pH　6・0以下）フィラメントを形成する事（Godfrey＆Harring－

ton，1970　a，　b；Morita，　et　8ゐ，1987；Choe，　et　aノ．，1991）や、水溶性でフ

ィラメント形成能を持たないS－2でもpH　4程度まで低下させるとパラクリスタ

ルを形成する事（Lowey，　et　aノ．，1967）が報告されている。これらの結果も、

pHを低下させる事による負電荷の減少によってブイラメント形成能が回復した事
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露　　一

　を支持すると思われる。

　　これらの関係は40kLMMの場合にもあてはめる事ができた。すなわち、中性で

はMg2＋要求性を示さない40k　LMMでも、アルカリ条件下では集合能が低下し、

樋92＋要求性を示すようになった。そして、このMg2＋要求性もカルボキシル基を修

飾することで失われた。

　ただし、40k　LMMの場合は架橋させたGEEが物理的障害となり、フィラメント

形成しにくくなるようであった・また、GEEなしでEDC修飾を行い、分子間架

橋による重合物が少量混入したr・dもフィラメント形成は著しく低下した．よっ

て、分子集合能は微細な物理的障害で阻害される微妙な性質である事が推測され

た。

　以上の結果より、生体内に近い条件下（中性、Mg　2’　＋存在下）におけるミオシン

のフィラメント形成能はrodを構成する3つの機能性ドメインによって説明する

事ができた。まず・比較的電荷のバランスのとれたC末端40kLl！IM部分がフィ

ラメント形成ドメインとして機能している。そのN末端側に延びた部分の20

kDa部分は負電荷に富み・この負電荷にMg2＋が作用して、フィラメント形成が調

節される、いわばフィラメント形成調節部位である。ここまでがし朋部分である。

更に・N端部分のS－2は集合能を有しないが、　rod分子がside－by－sideに無

制限に集合する事を防ぎ・ミオシンフィラメントを適切な形状に調節する、第2

のフィラメント形成調節部位といえる。そしてこれらの機能の違いはその分子表

面の電気的構造に基づいていると結論した。このようなrod内でのドメインの機

能分担は魚類ミオシンでも哺乳類ミオシンでも共通している。

　最後に・　rod分子表面の電荷によってブイラメント形成能を説明してきたが、

動物種の違いによるミオシンのフィラメント形成能の違いはこれだけでは説明で
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きなかった。例えば、ティラピア・ミオシンはコイよりもフィラメント形成能が

劣るが、これから調製した39kLMMのフィラメント形成能もコイやウサギの場合

より劣っていたので、rodのC末端部分のフィラメント形成ドメインの機能がミ

オシンの場合にも直接反映していると思われたが、その原因は判らなかった。テ

ィラピア39k　LMMもIEF上はコイのものと差は認められず（Fig．42）、フィラ

メント形成能の劣る原因は単なる電荷の違いでは説明できなかった。センチュウ

のパラミオシンの分子集合能はたった1個のアミノ酸置換（GluからLys）によ

って変わる事から（Gengyo－Ando＆Kagawa，1991）、ティラピア・ミオシンでも

等電点では区別出来ないくらい微妙な電荷の違いが原因かもしれない。また、ブ

イラメント形成には分子配列上の電荷の周期性の他に、疎水性アミノ酸の周期性

も関係する事が考えられるので（McLachlan＆Karn，1982；Atkinson＆Stewart，

1991）、アミノ酸組成では検出されない、アミノ酸配列の相違も原因かもしれな

い。
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第3章　ミオシンの加熱変性時に起きる構造変化

　魚類ミオシンの構造安定性がウサギのものよりも劣っていることはよく知られ

ているが、この安定性に関する研究はATPase活性失活を指標としたS－1部分の

構造変化を検出しているものが多い（木村ら、1977a；室塚、新井、1976；室塚

ら、1976；Kimura，　et　c7／．，1980）。一方、　rod部分の構造安定性に注目して研

究した例は少ない。

　第1章　第2節において、単離したコイrodの変性剤（尿素、塩酸グアニジン）

に対する抵抗性についてS－1と比較したところ、同じくらいの濃度の変性剤存在

下で構造破壊が起こっている事を見いだした。また、コイrodはウサギrodよ

りも低濃度の変性剤で構造破壊が起こる事から、　S－1のみならずrodの立体構

造も魚類の方が不安定であることを示した。

　本章ではミオシンを加熱したときの構造変化、特にrod部分の構造変化につい

て、第1章、及び第2章で明らかにしたrodの分子内構造と関連させて検討した・

またミオシン分子内のS－1とrod部分の構造変化は独立して起こるのか、ある

いはお互い影響を及ぼしあって起こるのかなど、ミオシンに生じる構造変化につ

いて分子内構造のレベルで解析しようとした。

1．　熱変性初期に起こるコイ・ミオシンの凝集反応

　魚類ミオシンの加熱変性については種々の検討例があるが、本研究では高イオ

ン強度下で単量体として存在しているコイ・ミオシンを加熱したときに起こる構

造変化、特に不可逆的変化について検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　一　148　一

．騨藩

羅　‘懸’ 、鑛　‘灘i灘灘灘雛購灘Y灘噛『 欝繕　野



（1）　Sepharo　se　CL－4Bゲル濾過溶出図形の変化から見たコイ・ミオシンの

　　凝集反応

　コイ・ミオシンの加熱初期におけるミオシンの分子間凝集反応についてゲル濾

過法により検討した。

　まず、コイ・ミオシン（0．5MKCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5））を28。Cにお

いて0～20分間加熱処理し、氷冷後、このミオシンをSepharose　CL－4Bゲル濾

過に供し、溶出図形の変化を追跡した。Fig．77　Aにそれらの結果を示した。そ

れによると未加熱ミオシンはVoより少し遅れた位置に、単一のシンメトリーな

単量体ミオシン（モノマーミオシン）のピークとして溶出された。ところが、ミ

オシンを28・Cで5分加熱した結果、モノマーミオシンのピークの他にVoに新

たなピークが出現した。更に加熱時間が10分になると、それら2つのピークの

他に、　Voとモノマーミオシンのピークの間に新たなピークが検出された・そし

て20分加熱したミオシンの場合は、モノマーミオシンのピークはもはや2番目

のピークの肩のようにしか検出できないほど小さくなった。すなわち、加熱によ

り、ミオシンはモノマーからオリゴマーの分子形態に移って行くようであった。

　ここには示していないが、例えば20分加熱したミオシンでも肉眼的には濁度

は全く認められなかったし、このミオシンを超遠心分離（50，000xg）した後に

ゲル濾過に供してもVoと第2のオリゴマーのピークは検出され、ピークの高さ

も変わらず、溶出パターンは変わらなかった。それゆえ、オリゴマーといっても

超遠心分離で沈澱しないような、かなりサイズの小さなものであることが推定さ

れた。
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　　　　　Carp　m：osin　in　O．5　rvl　KC］．　・一　20　mM　Tris－HCI．　（pH　7．5）　was

heat．ed　at　28　”C　｛’or　various　periocls．　（A）　Myosin　was　appl．ied

to　the　Sepharose　CL－4B　column　（1．6　x　47　cm）　equil．ibrated
with　O．5　N　KCI　and　20　tnrvl　Tri．s－IICI　（pH　7．5）．　（B）　Ca－ATPase

activ．ity．　（O．5　M　KCI，　25　mM　Tris－maleat，e　（pH　7．0），　and　5　mF｛

CaClz＋）（O），　and　acti．n－activated　Mg－ATPase　activity　（O．028　M
KCI，　25　inFl　Tris－inaleate　（pH　7．0），　and　1　inM　blgC12　in　tl｝e

presence　of　O．046　nig／ml　of　rabbit　F－actin）　（e）　were　assayed
at　25　Oc．
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　また加熱に伴うCa－ATPase活性、及びアクチン活性化Mg－ATPase活性の低下を

Fig．77　Bに示したが、加熱によるオリゴマー生成とCa－ATPase活性の低下と比

較してみると、活性が90％も残存している（5分加熱）場合でも既にオリゴマ

ーが検出された。また加熱時間20分の場合、　Ca－ATPase活性はまだ60％も残

存しているにも関わらず、モノマーミオシンのピークはほとんど検出されなくな

った。このことは、加熱によりCa－ATPaseの失＝活よりも早くミオシンがオリゴマ

ーとなる変化が起こっている可能性を示唆している。しかしながら、Mg－ATPase

活性の初期の急激な低下は進行しており（Fig。77B）、凝集反応とMg－ATPase低

下との間に関係があることが示唆された。

　そこでミオシンの加熱凝集の生成とATPase活性の失活との関係を知るため、

加熱コイ・ミオシン（30。C、5分、10分）をゲル濾過に供し、溶出される各フラ

クションのK－ATPase活性を測定した（Fig．78　A～C）。この加熱ミオシンの残

存活性はそれぞれ80％、62％である。

　未加熱ミオシンの場合（Fig．78　A）はモノマーミオシンとして溶出されたが、

このピークにATPase活性が検出された。この実験では溶出時間を短縮するため

Fig．77の場合よりも小型のカラムを用いたので第2のピークは検出されず、モ

ノマーとVo画分にしか分離できなかった。加熱時間が長いほどVoに溶出され

るオリゴマーのピークが次第に大きくなった。そしていずれの場合もVoに溶出

されたフラクションにもATPase活性が検出された。このことから、加熱によっ

て生成したミオシンオリゴマーの中にはATPase活性を保持しているミオシンが

存在している事が明かとなった。そしてオリゴマーへの凝集反応はATPase活性

を失ったミオシンにのみ起こる訳ではなく、　ATPase失活よりも先に起こること

が示唆された。
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　しかし、各フラクションのタンパク質濃度とATPase活性から比活性を推定す

ると、Vo画分のミオシンの方がモノマーミオシンよりも活性値は低かったので、

このミオシンオリゴマーの中には失活したミオシンも含まれると思われた。また、

モノマーミオシンのピークの活性値を未加熱及び加熱した場合で比較すると、加

熱ミオシンの方が明らかに低く、ATPase活性を失っても凝集していないミオシン

が存在している事が示唆された。これらの事より、凝集反応とATPase失活は独

立して起こっていることが考えられた。

　30・Cの加熱によってもATPase活性を保持したままでミオシンはオリゴマーを

形成することが示されたが、この凝集反応は低温でも進行した。調製後3日間程

度氷蔵したコイ・ミオシンのゲル濾過溶出パターンをFig．78　Dに示すが、モノ

マーよりVoのピークの方が大きくなっており、かなり凝集反応が進んでいた。

また、このVoに溶出された画分にもATPase活性が検出され、氷蔵していても

ミオシンの凝集は起こり、その反応はATPase失活より早く進むことが示された。

このためモノマーミオシンとして使用できるのは短期間であり、実験の遂行には

頻繁に新鮮なミオシンを調製する必要があった。そのため、以下の実験では、小

関ら（1991）が開発した筋原線維から直接ミオシンを調製する方法を採用した。

この方法ではミオシンの調製に3時間程度（透析を除く）しかかからなかった。

そして調製したミオシンを使用するのは遅くとも翌日までとした。
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measured　in　O．｛　M　KCI，
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　　　　oligomerSc　form　of　carp　myosin：
　　　　　　　　　　　　　　at　30　“C　and　applied

coltnnn　as　S．n　Fig．　77．　The　elutiop
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（2）　加熱凝集によるミオシンのCa－ATPase、アクチン活性化Mg－ATPase活性

　　の変化

　加熱によりATPase活性を有したままでもミオシンがオリゴマーとなることが

判ったので、これらミオシンオリゴマーのCa一及びMg－ATPase活性について更

に検討した。

　加熱ミオシン（28。C、10分）をSepharose　CL－4Bゲル濾過に供し、溶出した

各フラクションのCa－ATPase、及びアクチン活性化Mg－ATPase活性を測定した。

Ca－ATPaseについては（Fig．79　A）モノマーのピークはもちろん、　Vo画分及び

第2のオリゴマーの画分からも活性が検出された。Vo付近の活性値はモノマーの

ピーク（フラクションNo　36）より低かったが、フラクションNo　33付近のオリ

ゴマーのピークはモノマーのピークのそれとはほぼ同じ活性値であった。一方、

アクチン活性化Mg－ATPase活性について、モノマー及び第2のピークでは充分に

高い活性が認められたが、Vo画分にははほとんど検出されなかった（Fig．79　B）。
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F．ig．　79．　Ca一　and　actin　actj．vated　Mg－ATPag．　e　act．ivities　of

carp　oligomeric　rnyosin　separated　on　Sepharoge　CL－4B．
　　　　　Carp　myosin　was　thermal－treated　at　28　”C　for　10　min　as
in　Fig．　77　and　applied　to　Sepharose　CL－4B．　Ca－ATPase　（A），
and　actin－activa　t，　ed　Mg－ATPa　q．　e　（B）　activities　of　the
fract．ions　were　both　assa：ed．　The　assa：　conditions　for　Ca－
ATPase　were　as　in　Fig．　77．　Mg－ATPase　act，ivity　was　rneasured
in　a　inedium　of　O．053　M　KCI，　25　mM　Tris－maleate　（pH　7．0），　1

inM　NgCi2，　1　mPl　ATP　and　O．057　mg／inl　rabbit　F－actin．　Dashed

line　indicates　elution　profiie　of　protein．
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　各フラクションの両ATPase活性の関係を知るため、　Fig・80に示すように

Vo画分（i）、第2のピークとして溶出されるオリゴマー画分（ii）・そしてモノ

マ＿画分（iii）のそれぞれについて検討した。それぞれの口分のCa－ATPase及

びMg－ATPase比活性を測定し、　Table　8に示した。町分（i）は口分（iii）のモ

ノマ＿ミオシンと比べるとCa－ATPaseで約50％となり・Mg－ATPaseでは15％

程度の活性値しか示さず、Mg－ATPaseの低下の方が著しかった・Ca－ATPase活性

値に対するMg－ATPase活性値の比は画分（i）では0・8となり・画分（iii）で

の値（2．5）に比べてかなり小さい値であった。画分（ii）のCa－ATPase活性値

は画分（iii）のそれと変わらない・）にもかかわらず・M9－ATPase活性は80％

に低下し、結果として、両活性の止ヒは画分（iii）の場合より・」・さくなった・これ

らの事より、ミオシンがオリゴマーとなることにより・Mg－ATPase活性のイ氏下が

起こると考えられた。
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Fig．80．　F・a・しi・naC・．i・n・f　th・・mally　treaし・d　my・・in　by

Sepharose　CL－4B　gel　fi1しration・
　　　　　myosin　thermal－treated　at　28　　0C　　for　　10　min　was　　　　　　
aPpli。d　t。　S・pha…eCL－4B・・1・mn（1・6×47・m）・The　elut・d
P。。t。ins　were　sepa・at・d　i・t・th・ee　f・a・ti・n・ち（i）・（ii）and

（iii）　as　indicated　by　bars．
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Table　8．　Ca－ATPase　and　actin－act；ivated　Mg－ATPase　activity　of

the　three　fractj．ons　separated　by　Sepharose　Cl－4B　gel
fi1．tration．

’

ATPase　activity
　　　　　　　　　　　　（p　mol　Pi　／min・mg）

Ca一 Mg一 Mg／Ca

i　（Ve） O．07 O．06 O．8

■
豊O
量

O．t4 O．29 2．0

●
匿
●
巴●
1

OJ4 O．56 2．5

　　　　　Fractions　（i），　（ii）　and　（iii）　are　the　sa．me　as　in　Fig・

80．　Ca－ATPase　and　Mg－ATPase　weve　assayed　under　the　same
condi．tions　as　in　Fig．　77．　The　activi’t：　ratio　of　rvlg－ATPase　to

Ca－ATPase　was　indicated　as　Mg／Ca・
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Fi．g．　81．　Thermal　inact／ivation　profile　of　Mg－ATPase　activity

for　the　fract，ions　separa’ted　by　Sepharose　CL－4B　gel
fi1しraしion．
　　　　　Fractions　（i．），　（j．i）　and　（ii．i）　as　in　Fig，　80　were

thernial一一t，reated　at　28　”C　an（1　actin　activated　Mg－ATPase
activ．i　ty　decreases　were　coinpared　ainong　three　fractions．
Fractioti　（i）（A），　fraction　（ii，）（e）　and　fraction　（iii）　（O　）．
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　Kimuraら（1983）、田中ら（1982）はミオシンの加熱変性初期にはCa－ATPase

の失活よりも先にミオシンフィラメント形成能に変化が起き、これが原因となっ

てアクチンとの相互作用が低下し、アクチン活性化Mg－ATPase活性が低下すると

報告している。この事実は本論文中でもFig．77において確かめられた。そこで

画分（i）、（ii）、及び（iii）をさらに28。Cで加熱し、それらのMg－ATPaseの

失活様式を調べた（Fig．81）。Fig．77の結果から、分画前の加熱処理（28。C

10分）ミオシンはもはやアクチン活性化Mg－ATPase活性の初期の急激な変化は

終了していると予想される。この加熱処理ミオシンから分離したモノマー画分

（iii）では再び加熱初期の急速な活性低下が検出され、2段階の失活様式を示した・

それに対し、画分（ii）では2段階の失活反応が見えるもののその程度は小さく、

また画分（iii）では活性が低いまま、後期の緩やかな反応しか認められなかった・

　これらの結果から、ミオシンのオリゴマー形成がアクチン活性化Mg－ATPase活

性の速い失活の原因であるように思われた。
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（3）　加熱凝集によるミオシンのフィラメント形成能の変化

　前述の結果から、ミオシンのオリゴマー形成がMg－ATPase活性低下の原因であ

ることが示唆された。田中ら（1992）によると　ミオシンの加熱初期において・

Mg－ATPaseの初期の急速な低下と対応するように、ミオシンのフィラメント形成

能が変化することを濁度変化や電子顕微鏡観察から示している。そこで分画した

オリゴマー画分のフィラメント形成能を検討した。

　まず、分離した画分（i）、　（ii）、　（iii）のミオシンの0・1　M　KCI・20　mM

Tris－maleate（pH　7．0）条件下で形成する集合体を電子顕微鏡で観察した（Fig・

82）。画分（iii）は典型的なミオシンフイラメント（Huxley，1963）を形成して

おり、フィラメント中央にペアーゾーンも認められる、正常なフィラメントであ

ることが確かめられた。二分（ii）の場合も同様のブイラメントが観察されたが・

その他に、丸い凝集体や、非常に細いフィラメントが集合したような巨大な凝集

体も観察された。また三分（i）の場合はもはや正常なフィラメントは検出されず、

巨大な凝集体しか認められなかった。
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Fi9．　82．　　Elecしron　micrograplls　of　myo8in　fi⊥aments　of　しhree
fract’ions　geparated　on　Sepharose　CL－4B．
　　　　　Fract　i’　ons　（i），　（ii）　and　（i　．i　i）　as　in　F．i　g．　80　we　re　used，

’1’he　fi　．1　aments　we　i’e　al　j．　owe　（1　Lo　fo　riti　by　d　．i　1．　t．t　t，　i　tig　KCl

concel）しraしion　to　O．1　M．　Elect，ron　micrograph　was　taken　as　in
Fig．　32．
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　　　　　　　　　．t　t　．．

　　　　lili

　　　　i　また、これらの画分中のミオシンのフィラメントあるいは凝集体形成に魍鴨る

　　　　l　M9・＋要求性を言駆たところ（Fig．83）、画分（iii）は1E常なMg2＋要求髄示す

　　　　　　　　　のに対し、凝集体を形成しているオリゴマー画分・特に画分（i）はMg2＋の影響

を受けず、また高濃度のMg2＋による解集合も起こらなくなった・このことからも

正常なミオシンフィラメントでない事・が示唆された・

以上のことより、ミオシンがオリゴマーとなるとフィラメント形成能が変化し・

特にSepharose　CL－4Bゲル濾過でVoに溶出されるほどのサイズのオリゴマーと

なると、低イオン強度下でもはや正常なフィラメントを形成できず・凝集物とな

ることを確認した．また、力燃初期にミオシンのフィラメント形成能が変化する

のは、加熱により形成するミオシンオリゴマーのフィラメント形成能が正常では

ないためであると結論した。
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F」g．　83．　Mg－requ．i．rements　for　the　filament　format：ion　of
three　fractions　of　”iyosin　separated　on　Sepharose　Clt－4B．
　　　The　same　three　fraetions　as　．i．n　Fig．　80　were　used．
Flyosin　solution　was　diluted　with　20　mM　Tris－maleate　（pH　7．0）
to　give　a　final　KCI　concentration　of　0．075　rvl．　Turbidit：　of

the　niyosin　suspension　was　monitored　by　measuring　a　light
scatしering　intensity　aし350　nm　in　th・presence・f　vari・u・
Mg2＋　concentratioi）s．
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（4）　加熱凝集によるミオシンの硫安に対する溶解性の変化

　加熱によりミオシンがオリゴマーとなる事はSepharose　CL－4Bゲル濾過によっ

て確認したが、他の方法でもオリゴマーの分離を検討した。ミオシンの調製法の

ひとつに硫安分画法があるが、ミオシンが沈澱する硫安濃度は飽和度40～55％

の範囲である。そこで飽和硫安による加熱処理ミオシンの分画を試みた。

　ミオシン（0．5MKC1、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5））を28。Cで種々の時間加熱し

た後、40％飽和となるように飽和硫安を加え、遠心分離（20，000xg、15分）

し、上澄のミオシン濃度を測定した（Fig．84）。未加熱ミオシンでは40％飽和

硫安を加えてもほとんど沈澱せず、上澄に回収されたが、加熱時間が長くなるに

つれて40％飽和硫安で沈澱する画分が多くなった。さらに20分間加熱したミ

オシンの場合、Ca－ATPase活性が65％程度も残存しているにもかかわらず・溶

解ミオシン量は最低値を示した。

　この硫安への溶解性の変化とミオシンのオリゴマー形成との関係を知るため・

28・Cで15分加熱したミオシンの40％飽和硫安の溶解画分を、0・5MKCI・

20mM　Tris－HCI（pH　7．5）溶液に透析した後、　Sepharose　CL－4Bゲル濾過に供した

（Fig．85）。分画前の加熱ミオシンからVo及び第2のオリゴマーのピークが検

出されたが、40％硫安に溶解した画分はモノマーミオシンのピークとして溶出さ

れ、Vo、第2のオリゴマーのピークは検出されなかった。このためオリゴマーミ

オシンは40％硫安で全て沈澱してしまった事が明かとなった。
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myosin　solution．
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　これらの結果は、オリゴマーミオシンはモノマーミオシンとは異なり、40％飽

和硫安で沈澱する事を示している。言い替えると・硫安分画（40～55％飽和硫安）

法で調製したミオシンにはミオシン凝集体は含まれない事が示された。先に、加

熱した筋原線維からのミオシン収量の低下がCa－ATPaseの失活より速く起こる事

が報告されているが（小関ら、1991）、その原因は活性のあるオリゴマーミオシ

ンが除かれているためであると推定される。また、このことは筋原線維中のミオ

シンにおいてもATPase失活より先にミオシン分子の加熱凝集が起こっている事

を示唆している。

’
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020　so　‘K）　so　60
　　　　Fraction　number

Fig．　85．　Sepharose　CL－4B　gel．　filtration　profile　of　the
therrual一一treated　rnyosin　fractions　by　（NH4）2SO4．
　　Thermal一一treated　myosin　obtaj．ned　at　28　“C　for　15　min　（O）
and　its　supern’i　tant　fract．ion　at　40　O／o　（NH4）2SO4　saturation　（e

）　were　applied　to　the　Sepharose　CL－4B　gel　colurnn．
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2．　加熱凝集ミオシンの凝集部位の推定

　加熱によるミオシンのオリゴマーへの凝集反応はATPase失活よりもかなり速

い反応であり、またATPase失活とは独立して起こることを明らかにした。これ

はミオシンがS－1以外の部分でも凝集している可能性を示唆している。また、オ

リゴマーミオシンは正常なフィラメント形成能を失っていることから、構造変化

しているのはフィラメント形成に関わるrod部分ではないかと考えられた。ここ

ではミオシン分子の、凝集反応に関与している部位を明らかにする事を目的とし

た。

（1）　加熱によるミオシンのキモトリプシン消化性の変化

　キモトリプシン消化性はタンパク質の立体構造の違いの検出に有効な手法であ

り、本論文中（第1章）でもこの方法を用いてコイ・ミオシン分子の構造特性を

明らかにした。そのコイ・ミオシンの切断部位の情報を参考にし、加熱によるミ

オシンのキモトリプシン消化性の変化を調べることで、構造変化を起こす部位を

探ろうとした。

　まずS－1とrodが生成するような条件での消化性を検討した。コイ・ミオシ

ン（0．5MKCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5））を30。Cで0～30分加熱後、0．05　M

KCI・20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、1mM　EDTAの条件下でキモトリプシン消化

（1／250（w／w）、20。C、30分）した。加熱による消化生成物の変化をSDS－PAGE

により検討した（Fig．86）。
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‘既　　　　こ第1章で述べたように、未加熱ミオシンからはrodとS－1が生成してい

た。加熱処理したミオシンの場合はこ才しまでの報告の通り・変性したS－1部分が

キモトリプシンによって小断片化し、　S－1生成量は減少していった　（今野ら・

1990）。一方、rodよりも10　kDa程度サイズの大きいバンドが新たに生成する

ようになった。この加熱ミオシンの消化物を低イオン強度溶液（0・05MKCI・20

mM　Tris¶aleate（pH　7．0））下で超遠心分離したところ・尋の新たな成分は沈澱

画分に回収された。また、図示しないが高イオン強度溶液（0．5MKCl、20　mM

Tris－HCI（pH　7．5））中で超遠心分離すると、この成分は沈澱しないので・　rod

同様に塩溶性の性質を有する事が確かめられた・この生成物はr・dと類似した性

質の断片であったので、　rod様フラグメント（rod’）と呼ぶ事にした・
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Fig．　86．　Change　in　the　chymotryptic
myos」．n　by　thermal　treatment．
　　　　Carp　myosin　in　O．5　M　KCI，　20　．mM
thermAl一’treated　at　30　”C　and　then　diges－tgd
Sc　in　a　med　ium　of　O．　05　rvl　KC　1．　，　20　．　m．“I

afid　1．inM　EDTA　by　using　1／250　（w／w）

rod’　and　S－1　are　myosin　heavy　chain，
diid　s－1　heavy　chain，　respectivel－y．
g“’ 吹| ?ｒ－獅≠?’ant　ana　pel．let　fractions．　．obt．aing．d

at“ W0，000　x　g　for　60　min，　respectively．
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　　o曾30℃

digestability　of　carp

Tris－HCI　（pH　7．5）　was
　　　　for　30　rntn　at　20
Tris－maleate　（pH　7’・O）

ehymotrypsin．　HC，’rod
rod，　rod－like　fragment
　　　　S　and　P　denote
　　　　by　centrifugation
　　FI，　native　myosin．
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except　　the　　digestio1）　　time．　　The　　abbreviaしions　　used　　for

proしein　bands　are　　　as’i　11　Fig・　86・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
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Fig．　88．　Produetion　of　rod　and　rod－like　fragment　by
chymotrypt．ic　digest：ion　or　heaLed　myog．i．n．

　　　　　Unheatecl　myosin　（A），　heate（1　niyosin　（B）　and　heated
myosin　in　the　presence　of　1　mM　MgC12　and　O．3　inM　AMPPNP　（C）
were　used．　Myosin　was　heatecl　at　30　”C　for　30　min．　The
d．isappearance　of　m：　ogin　heavy　chain　（O），　and　producti．on　of

　rod　（A），　rod－like　fragment　（A）　and　S－1　（　e）　were
clensitometrically　estimated　from　the　SDS－PAGE．
　　　　Sum　of　rod　and　rod’　was　expressecl　by　the　dashed　lines．
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このr。d・の生成過程観るため、未加秦恭及び加熱ミオシンのキモトリプシコ肖

化の時間経過欄べた（Fig．87　A，　B）ところ・加熱ミオシンからは消イヒの欄

（5－10分）にかなり糧のr・d・カSN生成していることが判った・更li　？肖化を続け

るとr。d・量は減少してr・dに移行してし・るように見えた・このSDS－PAGE上の

r。d、　r。d・汲びS－1生成量を回し、その変化をFig・88に示した・それによ

ると、まず未加熱ミオシンからは（Fig・88　A）r・d’はほとんど生成しなし’のに

対し、加熱ミオシン（Fig．88　B）からのr・d’生成量は消化初期に最大値を示し

た後に減少していった．またr・dとr・d’の生成量の和をFig・88　B中に点糸泉で

示したが、HCが同醸消化された場合のr・d及びr・d’の雛成量を未加熱ミオ

シンからのr。d生成量（Fig．88　A）と比較すると・HCが50輔失したときは・

未変性ミオシンからのr・d量も加熱ミオシンからのr・dとr・d’の縫も共に

約30％であり、またHC　7・％消失時で1まいず抽45　％　’（S’あった・このため・

騰ミオシンから生成したr・d・は本質的にr・dと同じで・靴が進そテしていく

と低分子化してr・dに移行するものと考えられた・

　次に、r。dとr。d・の関係を知るためAMPPNP存在下で加熱を行った・ATP類似

化合物であるAMPPNPはミオシンやS－1の活性中心に結SUATPと同じ様に

ATPase失髄抑制する効果を示す事で知られている（Hamai・・t　・f・・1991）・

そこで、。．3mM　AMPPNP擁下でミオシンをFig・88　Bの鵬庶民に加熱処理

（ATPaseの活性は95％若洲存している）し・この加熱ミオシンの消イヒ物の各

成腫鍍化をFig．88　Cに示す．この場合AMPPNPがS－1鰯の難を抑＄9

しているためs－1生成量は減少せず、未力嚥ミオシンからの鵬とほぼ同量の

S－1が生成していた．しかし、この場合でもr・d’の生成は認められた・すなわち・

S．1生成量が減少しなくてもr・d・の生成が起こっていることが示された・「od’は

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　168　一
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r。dよりも10　kDa程長い断片であるが、もしS－1側に長いのであれ1ま・r・d’

生成量の分だけS－1量が減少する1まずである・しかし・S－1量とr・d’生成量の

問に相関関係は見られないので、r・d’はr・dがS－1側ではなく反対方向のC

末端側に長いものと考えた。ウサギ・ミオシンの場合はミオシンC末端部分が選

択的にプ。テアーゼで切断され、r・dはこの部分を欠損していることを先に述べ

たが（Walker，，t、ノ．，1985；Maita，　et・！・・1991）・この音附はミオシンがフ

ィラメントを形成していても切断を受ける・しかし・加熱によって凝集したミオ

シンは低イオン強度溶液下で正常なフィラメントではなく・不規則な凝集体を作

るために、c末端部分が骨体内部に埋もれ、キモトリプシンで切断され難くな

ったのではないかと考えられた．消イヒが進むと切断される事からも・この部分の

切断抑制は物理的障害によるものである事を掴則させる・このため・r・d’の生成

は加熱によりオリゴマーとなったミオシンが低イオン強度下で凝集物となってし’

る事を反映していると思われた．なお、AMPPNP存在下で加熱したときのrod’量

は非存在下で加熱し腸合の70％禾呈度であり・AMPPNPはr・d’生成も少し抑制

していた。

　rod・は消化を受けてrodへと移行するので、消化の条件が変わると見かけの

r。d・生成量はかなり異なる。そこで30・Cで加熱したミオシンをFig・88と同

条件で5分、1・分、3・分間消化し、加熱によるS－1及びr・d’の生成量変化

を各消化時間毎に比較した（Fig．89）．消化時間が5分の場合（Fig・89　A）は

r。d・生成量は加熱時間に比例するように増加した・しかし・消化時間が長い場合・

見かけのr。d・生成量は次第に少なくなり、消化時間を30分とした場合（Fig・

89C）では加熱初期では見かけ上r・d’は生成していないように見える・このよう

　にrod・生成量は加熱に伴い増加するものの、　rodへの移行も同時に起こるので・
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その生成速度は求められず、rod’の生成で変性の有無は判るが、変性の速度を比

較するのは困難であった。
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Fig．　89．　Production　of　rod－1．ike　rragment　（rod’）　by
chymoしrypしic　digestion　of　heaしed　myo8i．n・
　　　　Themnally　treated　myosins　at　30　”C　were　digest，ed　under
the　same　conditions　as　in　Fi．g．　86　exeept　t，hat　the　digest．ion
was　performed　for　5　min　（5．　’），　10　min　（iO’）　and　30　min　（30’）．

The　ainountS　of　rod’　（A）　and　S－1　（e）　were　densitometricall：

estimated　as　in　Fig．　88．　Change　in　Ca－ATPase　activity　was
shown　by　the　dashed　line．
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　以上のように、加熱ミオシンのフィラメント形成能が変化している事をキモト

リプシン消化によっても示す事ができたが、次にrod内部での変化を検出しよう

とした。加熱によるrod内部の消化性の変化を検討するため、加熱ミオシンを

0．5MKCI、1mM　EDTA存在下でHCが消失するまで消化し、消化生成物の変化に

ついて調べた（Fig。90）。　加熱時間が長くなるにつれて60～70　kDa付近の

S－2やLMMのバンドが複雑になり、　S－2とLMMの判別が困難になったので、こ

の消化物を低イオン強度下［0．05MKCl、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）］で超遠

心分離し、S－2を含む水溶性画分とLMMを含む塩溶性画分に分けた。水溶性画分

を見ると加熱に伴い60kDa付近のS－2生成量が減っている事が示された。一方、

塩溶性画分中の70k、62k、40kLMM生成量はほとんど変化しなかった。これは、

ミオシンのrod部分のうちS－2部分がキモトリプシンにより小断片化してしま

ったことによると思われ、　S－2部分で構造変化が起こっている事を予想させた。

一　171　一

瀬

m’ @馨、・．



uc一”

　　　　’　昌口

s■・●樋副
　　　　　　嗣昌繕

　
　
＝
顛

　
　
朝
繭
　

　
．
剛
轟
．

　
㌧
ゆ
・

s

　　　　　　　　　　　■　　　圏ト

　　　軸●●噂鱒伽φ

　　　　軸　　　　　　一噸・’鴨bつ　 φ

・欄」

　　　　　　　　．鑓．．．一S

亀嫡隔　　、，＿一．　．ゆ

　　　　　　　　　　r　　　　　　　　　　　　t

p

　　　　　　　　　　　．　　・」幽咽●一遇●　，　　」
　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　リ　　ロ　　　　　の　　　　　　　　　ノ

ー’ @　●■。髄】】

●●の馴●●●●噂●4鯛66誘

●●糊．．　＿鱒醐●ゆ70転
噂娼・満　樋め’月．’⇔6a

一一一一一一}0禽

．

a．nt

MO　10　20　seO　tO　20　sc）010　at）　sc）

　　lncubation　time　（min）

Fi縛．9。．　Errect・r　the・ma・一しreaしment・r　ca・p　my・・1・10n　the

digest，　supernatant　and　pellets，　respecti．vely．

’‘@172　一’

　s．“＝一：：＝・”・＝”bpt“一一・．一

蘇



（2）　加熱ミオシンのキモトリプシン消化物のSepharose　CL－4Bゲル濾過溶出

　　図

　（1）で示した加熱ミオシンのキモトリプシン消化物をゲル濾過で分析することに

より、消化物の凝集状態を探ろうとした。まず、ミオシンを30。C・　10分加熱

すると凝集反応が進み、Sepharose　CL－4Bゲル濾過溶出図上で単量体のピークよ

りvoのピークの方が大きくなっていた（Fig・91　A）。このミオシンの0・05　M

KCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、1mM　EDTA中での消化物を0・5　M　KC1溶液

で溶解し、超遠心分離して上澄をSepharose　CL－4Bゲル濾過に供した（Fig・91

B）。未加熱ミオシン消化物の場合はフラクションNo　17及び25にそれぞれ

rodとS－1のピークが検出された。　Vt（No　31）　の大きなピークは消化反応溶液

中に含まれていたマレイン酸由来の吸収である。一方・加熱ミオシンの消化物の

溶出図形は、S一一　1生成量が減少しているためS－1のピークが小さくなったが・ほ

かにNo　17のrodのピークも小さくなっていた。それに代わってVoに大きな

ピークが現れたので、このピーク中に溶出された成分をSDS－PAGEで調べた結果、

少量のrod・とかなりの量のrodが含まれていた。このため消化物中のrodの大

部分はオリゴマーとして存在していることが確かめられた。

　図示しないが、長時間加熱したミオシンの消化物ではVoのピークは更に大き

くなり、生成したrod’の全てとrodはVoに溶出されていた・このようにオリ

ゴマ＿ミオシンをS－1／rod　junctionで切断しても、まだrodやrod’が凝集し

ているので、ミオシンの凝集は少なくともrodの部分で起こっているという先の

推定を支持した。
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Fi．　g．　91．　Seph　aroge　CI，　一一　4B　gel　．f　．i．　IL　r．　ation　pro　file　of

therma．1－treated　myosin　and　its　chyiuotryptic　diges’t．
　　　　　（A），　Unheated　（O　）　and　heat，ed　in：　osin　at　30　”C　for　10

min　（e）　were　clj．rectly　apptied　to　the　Sepharose　CL－4B　ge．1
column　equilibrated　with　O．5　M　KCI　and　20　mM　Tris－HCI　（pH
7．5）．　（B），　The　same　myosins　were　also　applied　to　’the　coluinn
after　ch：　mo’tryptic　digestion　for　30　in．in　at　20　eC　in　a　mediuin

of　O．05　M　KCI，　pH　7．0　and　，1．　mM　EDTA　using　1／250　（w／w）
chymot，r：psin．　The　inlet　figureg．　show　the　SDS－PAGE　patterns
of　the　fractions　14　（Vo）　and　17　of　the　heated　rnyosin　digest．
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　　　　ii6ag　were　obtained　by　sepharose　CL－4B　gel　filtratigi｝
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of　the　filaments　were　taken　as　i．n　Fig．　32．
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　オリゴマーミオシンが正常なフィラメントを形成できないことをFig・82で示

したが、オリゴマーrodのブイラメント形成能についても検討した。　Fig・91　B

に示した加熱ミオシン消化物のゲル濾過溶出フラクションからVoのrod画分、

およびモノマーrod　（フラクションNo　17）画分を分離して、それぞれ0．1M

KC1、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）条件下でブイラメント形成させ、電子顕微鏡

観察した（Fig．92）。モノマーrodは正常なフィラメントを形成しているのに

対してVo画分のrodオリゴマーはフィラメントではなく凝集物しか形成してい

なかった。以上のことより、加熱によってミオシンはrod部分で凝集し、これが

正常なフィラメントを形成できなくなる原因であると結論した。
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　　　　　　rod内で凝集に関与している部位を調べるために、未加熱及び加熱ミオシ

　　　　　　こHMM及びLMMが生成する条件（O．5　M　KCI、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5）、

1mM　Ca2＋）で消化し、ゲル濾過に供した（Fig．93）。この場合、加熱ミオシン

消化物はVoに大きなピークを示し、この中にはHMM及び95　kDa、60～70　kDa

のバンドが含まれていた。しかし、40k　LMMや33　kDaフラグメントなどLMM由

来の成分は含まれず、これらはモノマーミオシンからのものと同じ溶出位置に同

じ程度の量溶出された。そのため、凝集に関与している可能性が高いのはrod中

でもLMMよりS－2であると推測した。

　次に
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Fi，g．　93．　Sepharose　CL－4B　ge．1　f．i．1tration　prefile　of
chymotryPしic　dige8し　of　therma．1、一しreaしed　myo8in．

　　　　Uniieated　（A）　and　heated　inyosin　at　30　OC　for　15　min　（B）

were　digested　by　1／250　（w／w）　chymot．rypsin　for　20　min　at　20
Cein　a　medium　of　O．5　M　KCI，　20　mM　Tris－HCI　（pH　7．5）　and　1　；nM

CaC12．　The　digests　were　applied　to　Sepharose　CL－4B　ag　in
Fig．　91．　The　insert，ecl　figures　show　the　SDS－PAGE　patterns　of
the　corresponding　fraetions．
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　　なお、Fig・93でVoにHMMのオリゴマーが溶出したので、各フラクションの

Ca－ATPase活性を測定した（Fig．94）。未加熱ミオシン消化物の場合はNo　20

のHMMのピークと活性のピークが一致した。一方、加熱ミオシン消化物の場合は

HMMのピークのみならず、　Vo画分にも活性が認められた。溶出タンパク質量と

比較した活性値は低いものの、　Voに溶出されるHMMオリゴマーの中にもCa－

ATPase活性を有するものが存在している事が示された。これは、ミオシンオリゴ

マーもATPase活性を有している事と共通している。
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Fig．　94．　ATPage　activity　of　the　chymotryptic　digest　of　the
therma．t－treated　myosin　separated　on　Sepharoce　CL－4B．

　　　　The　elution　profiles　of　the　chymotryptic　digest　of
unheated　（A）　and　heated　（B）　myosin　were　the　same　as　in　Fig．
93．　Ca－ATPase　activity　was　agsayed　（A）　in　a　mediuin　of　O．5　M
KCI，　25　mM　Tnis－maleate　（pH　7．0）　and　5　mN　CaC12．
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3．　加熱時に起こる単離rod及びHMMの構造変化

　2．において、オリゴマーミオシンの消化物中にはrodオリゴマーとHMMオ

リゴマーが含まれることが判ったので、加熱によるミオシンの凝集はrod　（S－2）

部分で起こる可能性が指摘された。ここではミオシンから単離したrod及びHM

Mを加熱処理したときの変化について検討した。

（1）　加熱時に起こるrodの構造変化

　単離したコイrod（0．5　M　KC1、20　mM　Tris－HCI（pH　7．5））を30。C　30分加

熱した後Sepharose　CL－4Bゲル濾過に供し、凝集体の形成の有無を調べた（Fig．

95）。ミオシンの場合は同条件の加熱処理により全てVo画分に溶出されるよう

になるのに対し、　rodの場合はゲル濾過溶出パターンは未加熱rodと全く変わ

らなかった。このことは、単離したrodそのものはこの条件の加熱で凝集反応を

起こすような不可逆的な構造変化は生じない事が示唆された。しかし、変性剤

（尿素）によりrodの立体構造はミオシンやS－1と同じくらい変化することを

第1章で示した。そこでrodは加熱によって構造変化しても、冷却することによ

って可逆的に元に戻るのではないかと推測した。
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Fig．　95．　Sepharose　CL－4B　gel　fil’tration　profile　of　thermal－
treated　carp　rod．
　　　　Carp　rod　in　a　medium　of　O．5　M　KCI　and　20　mM　Tris－HCI
（pH　7．5）　was　heated　at　30　OC　for　30　min，　and　applied　to
Sepharose　CL－4B　gel　column．　Unheated　（O）　and　heated　（e　）
rods　were　used．
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Fig．　96．　Effect　of　digestion　temperature　on　’the　digegtion
profile　of　carp　rod．
　　　　Carp　rod　in　a　medium　of　O．5　M　KCI　and　20　mM　Tris－HCI．
（pH　7．5）　was　digested　by　usj．ng　1／250　（w／w）　chymotrypsin　at
20　eC　（A）　and　by　using　1／1000　（w／w）　chymotrypsin　at　35　eC

（B）．　Rod，　95k　and　40k　are　rod，　95k　S－2　and　40k　LMM，
respectively．
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　　　1　　　　加熱中にrodが構造変化しているのかどうか知るため、　rod（0．5　M　KCI、20

皿MTris－Hcl（PH　7．5））のキモトリプシン消化を35。cで短時間行い、20。cで

消化した場合と比較した。両者のSDS－PAGE図変化をFig．96に示す。20。Cで

消化した場合（Fig．96　A）はFig．19で示した結果と同様に95k　s－2、70～60

kDaのサイズのS－2及びLMM、そして40k　LMMが生成していた。一方、消化温

度が高い場合（Fig．96B）は95kS－2はほとんど生成されなくなり、通常の

S－2、LMMよりもサイズが小さいフラグメント（約50　kDa付近）の生成も認めら

れた。しかし、40k　LMMの生成は変わらなかった。このように高温でのrodの消

化パターンがかなり変化する事から考えて、加熱中はrodも構造変化しているこ

とが示唆された。

　しかし、加熱rodも消化温度を20。Cとすると未加熱rodと全く同じ消化パ

ターンを示した（図示せず）ので、加熱中による構造変化は冷却すると完全に元

に回復することが明らかとなった。つまり、本研究で行った程度の弱い加熱で引

き起こされるrodの構造変化は全て可逆的な変化であった。
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（2）　加熱時に起こるHMMの凝集反応

　次にHMMを加熱したときの凝集反応について検討した。コイHMMを30・Cで

10分及び30分加熱したときのSepharose　CL－4Bゲル濾過溶出図型変化をFig．

97に示す。

　未加熱HMMはフラクションNo　20に均一なピークとして溶出された。しかし、

10分加熱したHMM（Fig．97　B）では新たにvoに溶出される成分が検出された。

更に加熱時間を長くした場合（Fig．97　C）はモノマーのHMMのピークはかなり

小さくなり、代わってVoのピークが大きくなった。このためHMMはミオシンと

同じように加熱によってオリゴマーを形成することが明かとなった。さらに、溶

出された各フラクションのK－ATPase活性を測定し、　Fig．97中に示した。それ

によると、Vo画分のHMMも活性は低いもののATPase活性を有していることが

示された。よって、　HMMもミオシン同様にATPase活性を保持したままでオリゴ

マーを形成している事が明かとなった。

　このHMM中での凝集部位についての情報を得るため、未加熱及び加熱HMMを

EDTA中でキモトリプシン消化し、　S－1とS－2に切断した後にゲル濾過に供した

（Fig．98）。加熱HMM消化物はVoに主なピークを示し、その中に含まれる成

分をSDS－PAGEで調べると、消化されずに残るHMMもあるので判りにくいが、

S－2由来のバンドも検出されたので、S－2部分も凝集に関与していることが推測

された。
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Fig．　97．　01igomerization　of　carp　HMM　by　thermal　treatment・
　　　　　Carp　HFIM　was　heated　at　30　”C　for　O　min　（A），　10　rain　（B）

and　30　min　（C），　and　applied　t’，o　Sepharose　CL－4B　gel　coluinn・

El．ution　profile　（O）　and　K－ATPase　act．iv．ity　（dashed　lines）　of

the　fraction・　separated　were　measured　as　in　Fig．　78．
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Fig．　98．　Sepharose　CL－4B　gel．　filtration　prof’ile　of　the
chymoしrypし：i．　e　dige8し　of　しhe　carP　H卜1M，

　　　　　The　same　HMPIs　as　in　Fig．　97　were　di，gested　by
chymoし1．’YPsin　（1／250，　w／w）　ill　a　medi．u11〕　of　O．5　M　KCI　and　20　mM

Tris－1｛Cl　（pH　7．5），　and　were　applied　to　Sepharose　CL一一4B．　（A），

（B）　and　（C）　were　digest　of　unheated，　heated　一　for　10
min　and　30　inin　at　30　C”，　respectively．　Fraction　numbers　are
shown　below　the　gels．
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4．　ウサギ・ミオシンの加熱凝集反応

（1）　加熱により起こるウサギ・ミオシンの凝集反応

　これまでコイ・ミオシンを用いてATPase失活を伴わない加熱初期の凝集反応

を調べてきた。これが魚類ミオシンに特殊な反応であるのか、あるいは普遍的に

起こる反応なのか知るために、ウサギ・ミオシンを用いて比較検討した。

　まず、35。Cで20分間加熱したウサギ・ミオシンをSepharose　CL－4Bゲル濾

過に供したところ（Fig．99）、ウサギ・ミオシンにおいてもATPase活性を有し

たオリゴマーのピークがVoに現れた。このためウサギ・ミオシンにおいても凝

集反応はATPaseの失活を必ずしも伴わない事が示された。

　この加熱ミオシンをS－1／rod　junctionで切断される条件（Fig．100　A）ある

いはHMM／LMM　junctionで切断される条件（Fig．100　B）でキモトリプシン消化

し、ゲル濾過に供した。まず、Fig．100　Aを見ると、加熱ミオシン消化物中のモ

ノマーrodのピーク（No　20）が半分程度まで小さくなっており、新たにVoに

rodオリゴマーから成るピークが現れ、ウサギ・ミオシンでもrod部分での凝集

が起こっていることが明らかとなった。

　一方、Fig．100　Bをみると、加熱ミオシン消化物の溶出図にはVoにHMMオ

リゴマーを含むピークが現れた。これらの結果はコイ・ミオシンで得られた結果

と共通しており、ウサギ・ミオシンでもS－2部分で凝集が起こっていることが推

測された。
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Fig．　99．　Sepharose　CL－4B　gel　filtrat／ion　profile　of　thermal－
treated　rabbi’t　myosin．
　　　　　Unheat．ed　（A）　and　heated　rabb．it，　myosin　at　35　”C　for　20

min　（B）　were　appl．ied　to　Sepharose　Clr4B．　Ca－ATPase　activity
of　the　fractions　was　also　measured　as　．in　Fig．　79　A．
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Fjg．　100．　Sepharose　CL－4B　gel．　fi，lltration　of　chymotrypt－ic
digests　of　the　thermal－treated　rabbit　myesin．
　　　　　Unheated　（O）　and　heated　myog．　in　（O）　as　in　Ftg．　99　were

digested　by　using　1／250　（w／w）　ch：inotrypsin　at　25　OC　for　30
min　Sn　a　medium　of　0．05　M　KCI，　pH　7．0　ar）cl　1　mM　EDTA　（A）　or

O．5　M　KCi，　pH　7．5　and　1　inM　CaC12　（B）．　The　other　cond．itions

are　the　same　as　Fig．　91．　lnser’t，ed　SDS－PAGE　patterng　are　of

Vo　fraetions．　O　and　20　at　the　bottom　of　the　SDS－PAGE
patterns　clenote　heating　period　（min）　at　35　”C．
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（2）　ウサギ・ミオシンの加熱によるキモトリプシン消化性の変化

　既にコイ・ミオシンを加熱すると、キモトリプシン消化性が変化し、rod様の

フラグメント（rod’）が生成するようになる事を述べた。そこで、ウサギ・ミオ

シンを加熱した時のキモトリプシン消化性の変化についても検討を加えた。35・C

で加熱したミオシンを0．05MKCI、20　mM　Tris－maleate（pH　7．0）、1mM　EDTA

中でキモトリプシン消化した。消化物は超遠心分離して水溶性画分と塩溶性画分

に分画した。消化物と両画分のSDS－PAGE図をFig．101に示す。

　この消化条件では未加熱ミオシンはrodとS－1に切断されたが、加熱に伴い

消化パターンが複雑になっていった。加熱に伴いS－1生成量が減少し、その変化

はATPaseの失活に対応する点はコイ・ミオシンの場合と同じであった。また、

．加熱に伴ってrodよりもサイズの大きいバンドが2本現れ、また40　kDaのバン

ドも生成するようになった。この2本のバンド及び40kDaの成分は全て塩溶性

引分に回収され・水溶性画分には主としてS－1のみが検出された。　SDS－PAGE図

でrodのすぐ上に現れるバンドのサイズは加熱したコイ・ミオシンから生成した

rod’と同じであった。

　図示しないが1・51AEDANSでS－1のSH1を蛍光ラベルしたミオシンを用いて

同じ実験を行ったところ、　HC、　S－1及び170　kDaのバンドに蛍光が認められ、

rod’には蛍光は検出されなかった。よって、　rod’は　S－1のSH1を含まない断

片であり、一方、170kDaはSHIを含むHMM様のフラグメントである事が予想

された。この170kDaと40　kDaのフラグメントはコイ・ミオシンが95k　S－2／

40k　LMM　junctionで切断されて生成するlong　HMM（170　kDa）と、40k　LMMのサ

イズと一致する。この170kDaフラグメントと40　kDaフラグメントは共にゲル
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濾過でVoに溶出されオリゴマーとして存在していた。また、硫安分画、エタノ

ール分画などで両者を分離しようといろいろ試みたが、この2種のフラグメント

は同じ挙動を示し、分ける事はできなかった。このため、これらはオリゴマーミ

オシンの内部開裂フラグメントである可能性が高い。

　rod’・及び170　kDa成分の生成が消化条件でどのように変化するかを知るため、

条件を変えて加熱ウサギ・ミオシンを消化した。　Fig．102は0．05　M　KCI、20

mM　Tris－maleate（pH　7・0）、1mM　Ca2＋存在下で消化した場合のSDS－PAGE図であ

るが・この条件では未加熱ウサギ・ミオシンは非常に消化を受け難く、少量の

HMMとLMMが生成していた。一方、加熱ミオシンでは、この他に170　kDa及び

40kDa成分の生成が認められ、その量は加熱時間の長いミオシンの方が多い傾向

にあった。

　以上の結果より、ウサギ・ミオシンを加熱した場合もATPase活性を有したま

までミオシン分子のオリゴマーへの変化が起こることが判り、ミオシンの凝集に

関わる部位も基本的にはコイ・ミオシンの場合と良く似ていると結論した。しか

し・その結果引き起こされる見かけのキモトリプシン消化性の変化は必ずしもコ

イ●ミオシンで起こる変化と同じとはいえなかった。すなわち、加熱ミオシンの

フィラメント状態での消化でrod’が生成されることはコイ・ミオシン加熱時の変

化と同じであったが、ミオシンHCが170　kDaと40　kDaフラグメントに内部開

裂するという、コイ・ミオシンには見みられない変化も起こった。後者の分解は

コイ●ミオシンで見いだされた95k　S－2／40k　LMM　junctionに相当する部位で加

熱ウサギ・ミオシンが内部開裂した為と考えられた。魚類ミオシンでは未加熱の

状態でもこの部位で切断が起こるため、加熱の影響は見かけ上出現しないと思わ

れた。
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5．　小考察

　この章ではミオシンの加熱変性にともなうミオシン各部の変性がどのように進

行するのかについて検討した。ミオシンの変性の程度はATPase活性の失活を指

標として測定している例が多いカs’・その場合はS一一1特にATPase活’性中心鞭以

外の部分の変化を知る事はできない。そこで、ミオシン分子特にrod部分の構造

変化をゲル濾過・　ATPase活性失活、及びキモトリプシン消化性を組み合わせて

検討した。

　加熱によるコイ・ミオシンのゲル濾過溶出図の変化を調べる事により、　Ca－

ATPaseがあまり失活してないような加熱の初期段階においてオリゴマーへの凝集

反応が進行している事を見いだした。このオリゴマーはATPase活性を有してい

るので・ミオシンの凝集は必ずしもATPase失活の後に起こる変性のステップで

はなく・失活とは独立して起こっていると考えられた。

　本研究では凝集部位の同定のためにキモトリプシン消化法を用いたが、この方

法によると変性S－1は小断片化されるので、S－1部分で起こっている凝集につい

ては検出できない。オリゴマーミオシンのATPase活性値が低下している事から、

S－1部分で変性凝集したミオシンも含まれていると考えられる。Yamamoto（1990）

及びYamamoto（1993）らはウサギ・ミオシンの加熱変性や高圧変性時にはミオシ

ン分子がs”1部分で凝集する事を電子顕微鏡撚から認めてい5．ただし、これ

はATPase失活後に起こる反応であり、本研究で見いだしたオリゴマー生成は

ATPase失活より速い事、また、　rod部分でオリゴマーとなっている事から、　S－1

だけが凝集反応に関与している訳ではない事を明らかにした。よって、少なくと

もS一一1部分の凝集とrod部分での凝集反応が独立して起こっており、また両方
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の部分で凝集しているオリゴマーも含まれていると考えた。

　ゲル濾過で分離した加熱凝集ミオシンは正常なフィラメントを形成できず、非

常に短いものや、不規則な集合体を形成していた。　加熱ミオシンから調製した

rodオリゴマーも、正常なフィラメントを形成できなかった。このため、ミオシ

ン分子がrod部分で凝集してしまうと、分子同士が規則正しく配列できなくなり、

分子集合能を失うと推測した。第2章において、　rodをEDCで分子間架橋した

：場合・少量のrod分子間架橋物によってフィラメント形成が著しく阻害を受ける

事を示したが、加熱によるオリゴマー生成の場合も似た効果を引き起こす可能性

がある。

　更に・加熱凝集したミオシンを低イオン強度下でキモトリプシン消化すると、

rodよりも長いrod’が検出されたが、これは本来切断されてしまうミオシンの

C末端部分が除去されずに生成した長いrodである事が示された。このrod・は

全てオリゴマーとして存在していたので、オリゴマーミオシンから生成している

と思われた。また、加熱ミオシンを高イオン強度条件下で消化した場合にrod・は

生成しなかったので、オリゴマーミオシンのフィラメント形成が変化したために

生成されたものと考えられる。このようにrod部分の凝集によって、フィラメン

ト形成能が変化し、消化性の変化や急激なMg－ATPase失活といった現象が現れる

事が明かとなった。また、rod部分の凝集はLMMよりも、　S－2部分で起こってい

る可能性が高い事がキモトリプシン消化性から示された。

　加熱による凝集反応、フィラメント形成能の変化、キモトリプシン消化性の変

化はコイでもウサギ・ミオシンでも共通して起こったので、ミオシンの加熱変性

様式は普遍的であると思われる。ウサギ・ミオシンの加熱時にはrod部分の構造

変化を示す新しい現象が起こる事を発見した。すなわち本来、ウサギ・ミオシン
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の場合にはキモトリプシンで切断されないはずのrod上の部位が、ミオシンを加

熱する事により切断されるようになった。　それはコイ・ミオシンで見いだした

95k　S－2／40k　LMM　junctionに相当する部位であり、　消化生成物は170　kDaと

40kDaフラグメントであった。既に尿素存在下でウサギrodをキモトリプシン

消化すると40kLMM様フラグメントが生成する事を示したが、尿素や加熱により、

この部分の構造をルーズにした時に切断が起こるものと思われる。

　さて、ミオシンrod部分で起こる凝集反応は　S－2部分で生じる可能性が高い

事を示したが、凝集に関わるミオシン各部分の相互作用について考察した。　Fig．

103に同条件で30。Cで30分加熱したコイ・ミオシン（A）、HMM（B）、及び

rod（C）のSepharose　CL－4Bゲル濾過溶出図を示し、これらを比較した。この加

熱によってミオシンの場合は全てがオリゴマーとなり、凝集反応は非常に速く進

行しているのに対し、　HMMの場合には凝集反応は起こっているものの、モノマー

HMMもかなりの量が検出され、ミオシンよりも凝集の進行が遅いことが判る。そ

してrodの場合は凝集は全く認められなかった。凝集が起こるのはS－1部分を

有している標品であることから、一見するとS－1部分でのみ凝集が起こるように

見える。しかし、このミオシンはrod部分でもオリゴマーとなっている事を先に

示した。また、ミオシンとHMMでもその進行は異なる。このため、ミオシン中の

rod部分の凝集はS－1及びL囲部分の存在に影響されると考えられる。この点

について以下に考察した。すなわち、S－1を欠いたrodではS－1による物理的

な構造の束縛がないため、S－2で起こった構造変化は冷却することにより可逆的

に元に戻ると考えられる。しかし、S－1部分が結合したHMMではS－2で起こっ

た構造変化は物理的に元に戻りにくくなると考えた。

　それでもHMMではS－2のC末端が自由であるので、不可逆的変化の程度は小
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さいものと推測した・そしてミオシン分子全体ではS－2部分にS－1やLMMが結

合しているので・S－2の構造回復は両側から束縛され一度起こった構造変化はよ

り不可逆的になると考えた。

　このようにミオシン分子内の各ドメインが単独で存在する場合と、それらのド

メインが互いに結合している場合とで、不可逆的構造変化の起こり方は全く違っ

ていた。そのために・ミオシンの構造変化には各ドメイン間の相互作用がかなり

影響しているものと推測した。いずれにしてもミオシン加熱初期におこる凝集反

応はミオシンという巨大分子において特徴的に起こる変化であると結論した。
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　最後に・筋原線維中のミオシンにおける凝集反応について考察する。本章でも

述べたように・加熱筋原線維からのミオシン収量の低下はCa－ATPase失活より速

く起こるが（小関ら、1991）、これはCa－ATPaseを有していても40％飽和硫安

で沈澱する凝集ミオシンが存在している為である。Fig．104に、35・Cで加熱し

た筋原線維を0．1MKCI、20　mM　Tris－maleate（pll　7．0）、1mM　EDTA条件でキモ

トリプシン消化したときのSDS－PAGE図を示すが、加熱筋原線維中のミオシンか

らもrod様フラグメント（rod’）が生成しているのが判る。このrod’生成は加

熱時の筋原線維溶液のKCI濃度が0．1　Mでも0。5　Mでも起こる事を定性的に確

かめている・従って、ミオシンは筋原線維中でアクチンと結合した状態でもrod

部分で凝集し、その反応はATPaseの失活よりも速いと推測した。
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　　　　Fig・　104・　Chymotryptic　　digestion　　profile　　of　　heated　　carp

　　　　myofibrils．
　　　　　　ca・p　my6fib・i1・in・．・MKCl　and　2・mM　Tri。一Hc1（pH
　　　　7・5）　were　heated　at　35　eC　for　40　min，　and　wer6　digested　in　a
　　　　medium　of　O・05　M　KC1，　20　mM　Tris－maleate　（pH　7．0）　and　l　mM
　　　　EDTA　by　using　1／500　（w／w）　of　chymotrypsin　at　20　”C．　The　same
　　　　abbreviations　as　in　Fig．　101　were　used．
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総合考察

　ミオシンは筋原線維タンパク質の約半分を占める主要なタンパク質であり、生

体内では、規則正しく配列した太いフィラメントとして存在している。このフィ

ラメントが、ATPのエネルギーを利用して細いフィラメント（主にアクチンから

なる）と相互作用することにより筋収縮が起こる。この筋収縮の分子メカニズム

の解明には、ミオシンの各種生理機能（ATP分解能、アクチン結合能、フィラメ

ント形成能）及び、その相互関係を理解する事が必須であり、多くの研究者がそ

のような研究に取り組んでいる。

　また、筋肉を食品として捉えた場合、ミオシンは食肉の主要タンパク質である

のでその性質を知る事は食品加工上重要となる。特に魚類ミオシンは畜肉のそれ

と比較して、変性が非常に速く起こる事、また魚種によりその速度は異なり、生

息水温が低いものほど不安定であることが知られている。魚類ミオシンの構造安

定性や変性機構を知ることは魚肉の保蔵、加工処理中の製品の品質を制御するた

めには不可欠である。しかし、ミオシンは巨大分子でその構造が複雑であり、更

に塩溶性であるので、通常の生化学的研究法がそのまま適用できず、そのために

研究が困難となっている。これまでの魚類ミオシンに関する研究は水溶性で酵素

活性（ATPase）を持つ頭部S－1部分について集中的に行われ（山本ら、1989；浜

井ら、1989；Hamai＆Konno，1990）、特にATPase活性の失活速度とS－1の構

造安定性の関係などが調べられている。それに対して、ブイラメント形成能を担

っている尾部に関する研究は非常に少ない。魚種によるミオシンのブイラメント

形成能の違いについては松浦ら（1985）が研究を行っているが、rodを単離し、

その構造特性を調べるというような、魚類S－1で行われているような分子レベル
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の研究はほとんど行われていない・また、ミオシンの熱変性の初期にはS．1の

Ca“ATPase活性の失活よP先にフィラメント形成能が変化する事がKimuraら

（1980）畑中ら（1982）によって明らかにされているが、こ抽r。d翻の構

　造変化を積極的に見たものではない。

　　本論文では鱒ミオシン尾部に注目して、その内部構造と離の関係、さらに

は構鞍定性を知る事を目標とした・すなわち、生化学的見地から、フィラメン

ト形成におけるr・d分子内の各部分の二二ifについて、更に、食品化学的見地力、ら

ミオシンの加熱時に起こるr・d部分の構造変イヒについて、それぞれ分子内構造と

関連づけて検討し・鱒のうちで・主にコイ1こついてr・dの持つ離特性を明ら

かにしょうとした。

　第璋ではキモトリプシン消化法を用L・てコイ・ミオシンの構造雛を見いだ

す事に成功した・第・にコイ・ミオシンのS－1／r・d　juncti。nはCa・＋カS存在して

いてもキモトリプシンによる切断が起こることから、ウサギの同部位に比べてカ、

なり脆弱な構造である事が判った・第2に、コイ・ミオシンのr。d内部（特に

LMM内部）において・ウサギr・dでよく知られているHMM／LMM　juncti。nの他に、

95k　S“2140k　LMM　juncti・nという特有のキモトリプシン切断部位が存在する事を

見咄した・これまで漁類ミオシンとウサギミオシンは安定性が異なるだけ

で・構造上の違いは検出されていなかったが、このjuncti。nは初めて干し、ださ

れた魚類ミオシンの離特性である・各種鱒r・dをキモトリプシ蛸化したと

ころ・同タイプの消化生成物が検出された事から考えて、このjuncti。nは魚類

ミオシンにかな膳遍的に存在しているものと肋れる．ただし、その切断のさ

蜴さは鞭間で異なっていた・95k　S－2／4・k　LMM　juncti。nはr。dでは速く切

断されるが・LMM　eこおいては切断さm・eこくくなる事を見いだしているので，＿HMM／
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LMM　junctionでの切断が速く起こる鱒r・dでは95k　S－2／40k　LMM　juncti。n

は切断されにくいのではないかと肋れた．もしくは、95k　S－2／40k　LMM　jllnc－

t’ORの立体離の脆弱さが鱒1こよって多螺なっているのかも知れなし、。なお、

95k　S’2／40k　LMM　juncti・nの切断さ蜴さとミオシンの安定性あるい1まフィラメ

ント形成能との関係の間に直接の因果関係1溜められなかった。

　　未変性のウサギ・ミオシンでは通常この95k　S－2／4・k　LMM　juncti。nでの切断

は起こらないが・加熱や変欄の添加によって、内舗裂とは思われたが、切断

が起こるようになる事を見いだした・ウサギ及びニワトリのミオシンの一次醐

から予肌たr・dの2次構造によると・r・d内には局所的にα一へiノックスの

ほぐれた翻が数カ所あるが・丁度このjuncti・n付近もそのひとつと考えられ

た・そのため・ウサギr・dにおいてもこの部位の構造は脆弱であり、熱や尿＊eこ

よるわずかな立備造のほぐれによって消イヒを受ける様になるのであろうと考え

られる・鱒ミオシンの場合には・未変性状態でも既にこの髄はほぐれている

こととなり・その意味では鱒r・dの構鞍定・t！E・eまウサギより劣るともいえる．

「od内での局部的備鞍定性の他に・コイ及びウサギr・dの全体的構鞍定性

を知るため・尿穀性について検討した・その糸豪雨コイr・dの構造変化はウサギ

「odの場合より低灘（約1／2）の尿素で起こったので、　r。dの立体構造もコイ

の方が不安定である事がわかった・また、r・dとS－1は同程度の灘の難壁で

構造が変化するので・r・dはS一ユと同じくらい離が糠されやすい軸示唆

された。

コイ「odが95k　S“2／40k　LMM　juncti・nで容易に切断されるので、各機自躰メ

インに分ける事ができた・特に・フィラメントを形成するものとしてはこれまで

報告されたうちで最も短い断片である40kL超M騨離する事力、“できた．40kLMM
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は「odのC末端翻に位置する断片で・そのひとつの特徴として纐電荷DS’、，J、

さい事が挙げられる・このことは尿素蔽鋤上の鋤度が小さい事、イオン交

換樹脂への囎能が劣る事・また鞭点力塙い事から明らかにした．この性質は

単離に成功したコイ・ティラピア・ウサギの4・k　LMM　eこ共通していたので、ミ

オシン「od分子表面の電荷は片寄って存在してL、る事が示された。

　　第2章では第璋で鞭した40k　LMMのブイラメント形成能についてr。dや

通常のLMMと比較した・その結果・中性の条件において、40k　LM隙side．by－

s’deに非常に集合し易く・幅広し、パラクリスタルを形成する事を見いだした．ま

た・もうひとつの特徴はフィラメント形成1こ対してMg・＋が影響を及ぼさず、

Mg2＋非存在下でもよくse集合する事であった．このMg・・要求性はLMMとr。d

で胴様に検出さ凝ので・Mg2＋反応部位は4・k　LMM　LX外の部位すなわ樋常の

LMM　CD　N末端である事雄定した・これらの結果を基に、　r。dをその雛から3

つのドメインに分ける事ができた・すなわち、r・dC繍翻から順に、①フ

ィラメント形成ドメイン（40k　LMM）・＠　Mg・・によるフィラメン廟節紛（20

kDa）・③分子のs’de－by－sideの集髄物理的に防ぎ、フィラメントの形を整え

るS－2紛からなると繍した・r・d上におけるMg・・相互作用部位につし、て

は・従来ミオシンフィラメントのキモPノプシン靴性が変わる事から、HMM／

LPdM　junct’・n付近であろうと考えられていたが、本撤の結果はこれよりもやや

C末欄のLMM上にある事を示した・また、40k　LMMドメインのee集合能1こお

いて・コイとティラピアで比較すると・ティラピアではその能力が明らかに劣

り・この翻の自己集合能が魚醐の試三内のミオシンフィラメント形成能を

決定づけている事を推定した。

40k　LMMや化学修飾r・dを用いたフィラメント形成能の実験結果から、ミオシ
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ンのブイラメント形成における煙92＋添加効果汲びpH低下の効果は分子表面の

鰹醐を低下させることである・と考えるとかなりの現象の調がつく事を示

した・すなわち・Mg2＋はr・dやLMMの余分な負舗に作肌、麟のバランス

を整えて配集合能縞めると考えられ・さらにpHの低下も相対的に鰭醐

を小さくするという同じ効果をもたらしている拷えられた。この考えを支持す

るように・「odのカルボキシル基にGEEをEDC籍させ、負電荷硝失させる

ことにより配集合能が高まり・また蟹9嘆求性もなくなって、4・k　LMM　tよく

似た挙動を示すように灘繕できた・そして逆にr・dのアミノ基を修飾すると、

配集合しにくくなる事も確かめたので・r・dの配集合のかなりの翻は舗

的な相互作用に依存している事を推定した。

　また・第3章においてはミオシンを加熱した時に起こるr。d紛の離変化を

検討した・ミオシンは加熱のかなり初期の段階で凝集し、オリゴマーを形成する

事を発見した・この凝集オリゴマーはCa－ATPase瀧鮪している事から、　S－1

部分の変性が起きていないミオシン分子力s’凝集している事が示され、糠反応は

必ずしもCa“ATPaseの失活に続くような遅し、変化ではない事が判った。このオ，ノ

ゴマーミオシンは低イオン搬下で正常なフィラメントを作れず、槻則に集合

した凝集物となっている事を電子顕磯黙により確かめた。この凝集オリゴマ

ーミオシンをキモトリプシンによりS－1／r・d」uncti・nで切断しても、生成r。d

の多くは・なおもオリゴマーとして存在してし・るため、r。醐で凝集反応が起き

ている事を示した・そして凝集オリゴマーのr・dもまた、低イオン醸下でのフ

ィフメント形成能を失っており・凝集オリゴマーミオシンと同様の性状を示した。

既にK’一ら（198・）もミオシンの加熱初期にフィラメント形成能力S劣化する

事・それが脳となってMg－ATPaseの低下を引き起こす事を述べているが、肝
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レベルでの原因については言及していない。本研究でその原因はミオシンがr。d

部分で凝集オリゴマーを形成するためである事を明らカ・にした．すなわち、r。d

部分でこのオリゴマーが形成されるためにr・dの機能（フィラメント形成能）が

失われ・低イオン強度下で不規則な凝集物となり、それが原因となってミオシン

頭部とアクチンとの相互作用ができなくなりMg－ATPase活性の低下を弓1き起こし

ていると思われた・凝集してオリゴマーとなったミオシンのアクチン活性化Mg．

ATPase活性は単量体のミオシンのものに比べてかなり低いこと、しカ・もこの凝集

体の形成の時間的経過と加熱初期のMg－ATPaseの急激な低下はほぼ対応する事力、

らも支持された。

凝集オリゴマーミオシンをHMM畑」uncti・nでキモトリプシン消化すると、

HMMの凝集体が検出されたのに対し・LMMの凝集体は認められなかった．しカ％

HMM凝集醐にATPase活性が検出され、ミオシンのATPase活性を保i乏したま

まの凝集体と本質的に同じであったので、凝集はr・dの中でも特にS－2が関与

していると結論した・ただし・この部位での凝集は鞭r・dでは起こらず、単理

HMMでも起こり難かったので・ミオシン分子で顕著に起こる構造変化である事を

認めた。

なお・ATPase活性が失活したようなミオシンではミオシン頭部（S－1）間での

凝集が起きる事は想像され・本研究で扱ったオリゴマーミオシン中にもs．1紛

で凝集したものが混在していると思われた．しかし、本研究で凝集部騰定のた

め用いたキモトリプシン消化法で1ま・失活したs－1部分は小断片化されてしまう

ため・s“1間の凝集の関与の程度については検出できなかった。

本来ミオシンは徽飽和度40－5・　％に沈澱する’順があり、これを利用して

ミオシンを精製する事ができるが・凝集したミオシンは、40％飽和融で沈澱す
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るようになる事を見いだした。また、低イオン強度下でキモトリプシン消化する

と、凝集オリゴマーミオシンからはrod’と称した分子サイズが10　kDa程長い

rodを生成していた。この断片はミオシンのC末端部分を持ったrodであると

推定され、生成した全てのrod’は凝集体として存在していた。そのためオリゴマ

ーミオシンが低イオン強度下で形成する凝集物から生成する断片であると思われ、

rod’の生成もミオシンの凝集の目安となる事が判った。しかし、　rod’を長時間消

化し続けるとrod　（おそらくオリゴマーrod）へと移って行くため、　rod’の生

成量を定量することは難しく、定量的な指標とする事は不可能であった。今後は

これらの方法を改良するか、もしくは別の方法で凝集反応を定量的に捉える必要

があると思われた。また、ミオシンが凝集オリゴマーを形成すると、　KCIに対す

る溶解性が低下し、加熱ミオシンでは溶解に必要なKCI濃度が上昇する事を見い

だしている。これは既に室塚ら（1976）が、マグロミオシンの冷凍変性に使用し

た手法であるが、これもひとつの検出手段であった。

　S－1回分の変性速度すなわちCa－ATPase活性の失活速度は魚種間で差があり、

生息水温に依存する事が知られている（橋本、新井、1985；木村ら、1977a）。

本論文で見いだしたrod部分での凝集も魚種間で差がある事が推測されるが、そ

の検討は凝集速度の解析法の開発を待たねばならない。また、ミオシンのS－1変

性とrod凝集の速度を比較する事も重要と思われるが、これも凝集速度の解析が

必須であり、本論文では明らかにはできなかった。

　これらミオシンの凝集反応は加熱だけでなく、氷層下での貯蔵中でも起こる事

を認めた。また、これがアクチンと結合し、フィラメント形成している筋原線維

内のミオシンでも起こる反応かどうかは、魚肉の保蔵、加工の上からも興味深い

点であるのでコイ筋原線維を用いて検討した。その結果Ca－ATPaseの失活よりも

　　　　　　　　　　　　　　　　一　201　一
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先に徽分画40～55％に回収されるミオシン量が減少する事（小関ら、1991）、

更に筋騰維のキモトリプシン消イヒ面一にr・d・が生成している事力・ら、筋原雛

中でも充分起こり得る反応と思糠た・また、スケトウダラ及びスケトウダラ冷

凍すり身の筋騰維からr・d翻製しようとしたところ、筋騰維のキモトリプ

シン消化物のSDS’PAGEからは充分量のS－1とr・dが生成している1こ欄わら

ず・徽頒（40－5・％）でr・dを集めようとしたが、ほとんどが4。％飽鍍

で澱してしまう事を経験している・しカ・し、この筋原雛からL眼潮製でき

た・このことから考えて・この筋原雛中でr・dは凝集オリゴマーとなっている

事・しかもLMMよりもs－2翻の方が構造変化している事が欄された．これ

らの事から・ミオシンの凝集反応は筋原雛中でも、冷凍すり身中でも起こり、

魚肉の貝臓中でも充分に起こり得る反応であると思われた。
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